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ÉTUDE SUR LE POUVOIR ANTITRYPTIQUE 
DU SÉRUM SANGUIN 


[. — SES VALEURS LIMITES; LEUR EXPRESSION NUMÉRIQUE 
Il. — LE MOUVEMENT DE LA PROTÉOLYSE 
DANS UN MILIEU « GÉLATINE-TRYPSINE-SÉRUM » 


par L. LAUNOY. 


(Avec les planches I-IV.) 


Les procédés les plus couramment employés jusqu'ici pour 
l'évaluation de l’action antitryptique du sérum sanguin ont été 
ceux de Marcus et de Gross-Fuld. 

Dans la méthode de Marcus comme dans celle de Gross-Fuld. 
on estime le pouvoir antitryptique désigné comme « indice 
antitryptique » — par la concentration de trypsine susceptible 
d'hydrolyser en présence d’une quantité arbitraire de sérum 
choisie comme unilé, soit un volume donné de solution de 
caséinate de soude (Gross-Fuld), soit du sérum coaguié (Marcus). 

Les critiques principales s'adressant à ces techniques sont les 
suivantes : 

1° On prend comme unité le sérum à examiner, c’est-à-dire, 
à proprement parler, l'inconnue du problème ; 

2° Dans la méthode de Marcus, on se contente de donner le 

il 
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titre de la macération de trypsine employée, sans en déterminer 
la puissance diastasique ; 

3° Dans l'établissement de ce qu'on a appelé l’ « indice anti- 
tryptique », on méconnaîl les lois d’action des diastases. 

Quand on dit, par exemple, que les indices antitryptiques de 
deux sérums sont respectivement 1 : 4 et 1 : 8, cela veut dire 
qu'une goutte du premier sérum inhibe quatre gouttes de Ja 
macération de trypsine, une goutte du second sérum inhibe 
huit goultes de la même solution. On semble sous-entendre par 
cette notation que l’action antidiastasique du second sérum est 
deux fois plus grande que celle du premier, ce qui n’est pas 
exact. On sait que : 

a) L'effet utile produit par la trypsine dans un temps déter- 
miné n'est pas directement proportionnel à [a masse du 
ferment ; 

b) I n'y a pas non plus de proportionnalité directe entre 
l’action antagoniste d’un sérum et la masse de ce sérum (voir 
les graphiques, planches I à IV); 

i° Les données numériques que l’on tire des méthodes de 
Marcus ou de Gross-Fuld ont une signification conventionnelle, 
mais elles n’ont aucune signification objective ; ceci est le 
corollaire des 3 observations précédentes. 


En employant l’action présurante de la trypsine, Achalme et 
Stévenin ont inauguré une méthode qui est à l’abri des objec- 
ions ci-dessus. Ils prennent la trypsine comme unité ; ils titrent 
leur solution tryptique ; ils notent leurs résultats d’après la 
quantité de sérum aclif. Ainsi, les auteurs français ont réalisé 
une méthode raisonnée pour l'évaluation de l’action antidia- 
stasique du sérum sanguin. Il semblerait que la question est 
close, au moins du point de vue technique. Cela ne me parait 
pas. 

En effet, tout en reconnaissant que les actions présurante et 
hydrolytique de la pepsine et de la trypsine sont habituellement 
parallèles.et difficiles à séparer, on ne peut néanmoins consi- 
dérer l’action anti-lab comme une action hydrolytique, à pro- 
prement parler. D'autre part, il est difficile d'admettre le 
titrage du ferment par rapport à l’antiferment, et non pas par 
rapport au test. 
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À elles seules, ces raisons étaient suffisantes pour m'inciter 
à rechercher une technique, permettant de reprendre, sur des 
bases sûres, certains points de l’action antiprotéolytique des 
sérums Sanguins. 


VALEURS LIMITES DU POUVOIR ANTITRYPTIQUE 
LEUR EXPRESSION NUMÉRIQUE 


L'application de toute technique comporte : 1° la préparation 
des réactifs ; 2° l'établissement de la réaction ; 3° l'estimation 
des phénomènes ; 4° l'expression numérique de ceux-ci. 

Dans l'étude des réactions humorales, la technique est de 
première importance, tout ce qui concerne son application doit 
donc être minutieusement suivi. 


1° PRÉPARATION DES RÉACTIFS 


À. — Test d’épreuve. J’ai choisi, pour test d'épreuve, la 
gélatine. La grande sensibilité de cette substance aux actions 
tryptiques l’a fait rejeter par quelques chercheurs. Je crois, 
au contraire, cette sensibilité favorable à l'étude des phénomènes 
antidiastasiqués. Un argument plus important contre son 
emploi consiste dans son impureté. Mais la purification par 
dialyse rétorque cet argument. 


Diacyse. — On part d’une gélatine commerciale aussi pure 
que possible (marques : médaille d’or; extra). La purification 
sera faite de la facon suivante : 

50 grammes de gélaline en feuilles sont plongés tels quels 
dans un bocal à large ouverture, rempli d’eau distillée neutra- 
lisée à la phénolphtaléine comme indicateur; on met 1 gramme 
de gélatine pour 70 grammes d’eau. 

La dialyse est faite à la glacière (5°-10°). L'eau est renouvelée 
toutes les 24 heures, pendant 7 jours. On peut diminuer ce 
temps de 24 ou 48 heures, en changeant l’eau deux fois par 
jour, pendant les 2 premierS jours, mais la dialyse de 7 jours 
sera préférée. 


Æ 
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On considère comme débarrassée de ses impuretés « dialy- 
sables » la gélatine dont l’eau de dialyse n’est plus acide, ne 
donne plus trace de précipité avec le chlorure de baryum , l’oxa- 
late d'ammonium, le nitrate d'argent, l'acide picrique. On se pro- 
nonce après plusieurs heures de contact entre le réactif et l'eau 
de dialyse. C'est avec l’acide picrique (solution aqueuse saturée) : 
que l’eau de dialyse réagit le plus longtemps. 

Évidemment, si la purification n'est pas obtenue en 7 jours, 
on continue ; plus la dialyse se prolonge, plus on doit veiller à 
la température de la glacière. 

On sait que la gélatine est très acide ; par dialyse, elle perd 
une grande partie de celte acidité, mais elle reste néanmoins 
acide, | | 
Voici, pour 50 grammes de gélatine Coignet extra, un 
exemple de la perte d'acidité au cours de la dialyse : 

Dosée sur 5 grammes, l'acidité avant dialyse était de 8 c.c. 5 
de soude normale pour 50 grammes. 

Au cours de la dialyse de 50 grammes de cette gélatine : 


er jour, (M3EC IC CN a OT IN 
2 jour, / l'eau de dialvse \ 0 c.c. 6 NaOH/N 
3° jour, est ramenée 0 c.c. 45 NaOH/N 
4e jour, { à la neutralité ) 0 c.c. 3 NaOH/N 
5e jour, avec : 0 c.c. 3 NaOH/N 
6e jour, 0 NaOH/N 


soit un départ d’acidité équivalant à 5 c.c. 25 de solution nor- 
male de soude. Dans cet exemple, il a fallu, après dialyse, 
3 e.c. 3 de soude normale pour neutraliser l'acidité intrinsèque 
de 50 grammes de gélatine. 

La gélatine étant dialysée, on la fait fondre au bain-marie, 
dans son eau a’imbibition. Au cours de la dialyse prolongée, la 
sélatine absorbe d’une facon régulière de 9,5 à 10 fois son poids 
d'eau. Voici des exemples : 


(Avant dialyse PRE CRU 50 gr 

| Après dialyse de 70 heures. . . . . . . 48T gr. 
> 4 Avant dialyse . . . . +‘... nn. UE 100 ET. 
” 4 Après dialyse de’T jours... 3.06% 500 gr. 
; AvantiUAlye ee DU IEeT: 
g ADreS als ee MAOUTE EN RPC 517 gr. 


: Par addition d’eau ou légère évaporation à basse température, 
on ramène la solution de gélatine au taux de 10 p. 100. 
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La solution obtenue d'emblée est très louche, opaque ; on 
l'additionne de 15 cent. cubes de teinture de tournesol dialysée 
sensibilisée, puis la neutralisation est faite de telle façon que la 
gélatine reste nettement acide à la phénolphtaléine ; cette acidité 
à la phénolphtaléine doit être neutralisée par 0 c.c. 15 de solu- 
hon N/10 de soude pour 5 cent. cubes de solution de gilatine 
à 10 p. 100. 

L'addition d’aleali à la gélatine fondue à pour effet immédiat 
d'éclaircir la solution. On filtre sur papier Chardin, à 45°, en 
évitant l’évaporation. 

On répartit ensuite dans des fioles de 60 cent. cubes, 
bouchées au coton ; le tampon de coton est lui-même recouvert 
d'un capuchon de plusieurs doubles de papier filtre ordinaire. 

On stérilise à 105° pendant 10 minutes; on conserve à la 
glacière. 

Pour l'usage, on réparlit au moment du besoin dans des 
tubes à essai, 2 cent. cubes de cette gélatine fondue à 45°. 


Uniré pe Tesr. — Notre test d'épreuve est donc constitué par 
2 cent. cubes de gélatine (mesurés à 45°) d'une solurion à 
10 p. 100 de gélatine dialysée, neutre au tournesol, aride à la 
phénolphtaléine dans les limites de 0 c.c. 05, 0 c.c. OT de soude 
pour 2 cent. cubes. Au sortir de l'éluve (41°) ce test se gélifie 


Ke 


en : À à 2 minules à 10°, en & à 5 minutes à 20. 


B. — Solution tryptique. Toute trypsine dont une macé- 
ration à 0 gr. 50 p. 100 dans l’eau distillée ou bien l'eau phy- 
siologique pendant 24 heures à la glacière n’est pas très active, 
doit êlre rejetée. 

Il faut, en effet, éviter l'introduction en grande quantité dans 
la solution de substances solubles étrangères comme cela arrive 
avec les trypsines commerciales faiblement actives. 3 

Un essai préliminaire ayant renseigné sur la valeur du 
ferment, on prépare comme suit la solution tryptique. 

On fait macérer 0 gr. 50 de trypsine (il ne faut pas employer 
les pancréalines commerciales) dans 100 cent. cubes d'eau 
distillée ou d’eau physiologique (selon la trypsine l’un ou 
l'autre solvant sera employé) pendant 24 heures à la glacière: 
on agite la macération de temps à autre pendant cette période. 
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Après 24 heures, on filtre sur papier, puis sur bougie. La 
solution-mère (solution M) ainsi obtenue est répartie dans des 
tubes à raison de 5 à 10 cent. cubes par tube; les tubes sont 
fermés à la flamme, on les conserve dans la caisse à glace. Dans 
ces conditions de préparation et de conservation l’activité d'une 
bonne trypsine se maintient intacte pendant plusieurs mois. 

L'opération la plus importante réside dans le /itrage de la 
solution de trypsine. 

Pour titrer la solution qui sera l'unité tryptique, on établit 
avec de l’eau physiologique les dilutions suivantes de la solu- 
tion-mère : 

MMM M M 


Dilutions EE AT EU 10 


ANCIEN et les dilutions intermé- 


diaires _. etc., s’il y a lieu. 

On fait agir 0 c.c. 1 et 0 c.c. 2 de chaque dilution sur l'unité 
de test nc de 0 c.c. 9 et 0 c.c. 8 de solution physiolo- 
gique; on porte ces essais qui ont été établis en double à 
l’étuve à 41° pendant 45 et 60 minutes. 

La dilution convenable sera celle qui, en une heure à 44°, 
liquéfie l'unité de test et ne la liquéfie pas totalement en 
15 minutes. | 

La dilution ainsi arrètée qualitativement, on fait agir l’unité 
convenable, 0 c.c. 1 ou 0 c.c. 2 selon le cas, sur le test d’épreuve 
pendant 18 heures à 41°. Dans ces conditions, l'acidité totale 
acquise par le milieu en digestion doit être neutralisée par 
4 c.c. 2-1 c.c. 3 de solution N/10 de soude. 


Uniré œRypriQue. — L'unité tryptique est donc définie par 
0 c.c. 1 (ou 0 c.c. 2) d’une solution de trypsine liquéfiant à 41° 
en À heure d'action, l'unité de test. Agissant sur l'unité de test, 
elle détermine en 18 heures à 4° une acidité totale acquise 
neutralisée par 1 c.c. 2-1 c.c. 3 de soude N/10. 


20 ÉTABLISSEMENT DE LA RÉACTION 


Elle comporte trois réactifs : l’unité de test, l unité tryptique, 
ie sérum. 
Nous connaissons les deux premiers. Le sérum sera, sauf 


ÉTUDE SUR LE POUVOIR ANTITRYPTIQUE DU SÉRUM SANGUIN 7 


exception (sérum d’anguille), le sérum de caillot exsudé à Ja 
tempéralure ordinaire (20°). Tout sérum coloré, même peu, 
par l’hémoglobine, ne sera pas employé. Pour établir la 
réaction, on opère comme suit : 

1° Verser dans des tubes à essai, stérilisés après lavage soi- 
gneux, des volumes de sérum compris enire 0 c.c. 0005 
jusqu’à 0 c.c.3 et 0 c.c. 4. Pour les doses entre 0 c.c. 0005 
et 0 c.c.1,-on. se sert. de dilutions à 1/100 et 1/10; pour 
les doses situées entre 0 c.c. 1 et 0 c.c. 2, on combine le sérum 
pur et la solution au 1/10, de même pour les doses supérieures 
à ee /el 0Le:cvar etc: 

Les dilutions de sérum sont faites avec l'eau physiologique ; 
pour la répartilion on fait usage de longues pipettes divisées 
en dixièmes de centimètres cubes : on choisit les pipettes don- 
nant III gouttes au dixième. 

2° Ajouter sur.le sérum, lunité tryptique, soit : 0 e.c.1 
ou De:c. 2; 

3° Parfaire dans chaque tube avec de l’eau physiologique le 
volume de 1 cent. cube ; 

4° Laisser en contact 60 minutes, à la température du labo- 
ratoire (20°-25°) ; 

5° Verser sur le mélange sérum-trypsine 2 cent. cubes de 
gélatine tes! mesurés à 45°: 

6° Mélanger soigneusement; 

7° Porter à l’étuve à 41°: laisser 18 heures. 

Toutes ces opérations doivent étre faites aseptiquement. 1 est 
donc nécessaire de préparer d'avance un copieux matériel de 
pipettes de 10 cent. cubes, 2 cent. cubes et 1 cent. eube stéri- 
lisées, ainsi que des tubes à essai et de l’eau physiologique 
stériles. 


Tubes témoins. — Chaque expérience doit ètre accompagnée 
de tubes témoins. Les tubes témoins comprennent : 

1° Témoin trypsine, c'est-à-dire : unité tryptique + eau 
salée + gélatine ; 

2° Témoins sérum. — Je fais des témoins sérum contenant 
selon! l'expéniences 0(c-e1050ucc td h0ices 15500 cc. 2, 

35 L4 Lé r 2 

0 c.c. 25, 0 e.c. 3 de sérum eau salée + gélatine. 

Les quatre témoins constants et d'importance première sont : 
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Pour le sérum de Mammifères : Le témoin Trypsine et les trois 
premiers témoins sérum (0 c.c. 05, 0 c.c. 1, 0 c.c. 15). Il n’est 
pas inutile d'ajouter un cinquième tube témoin contenant : 
gélatine-test +1 cent. cube eau salée. 

Pour le sérum Humain, on peut se contenter de deux témoins 
seulement : 0 c.c. 05 et 0 c.c. 1. 


3° ESTIMATION DES RÉSULTATS; LEUR EXPRESSION NUMÉRIQUE 


Le premier indice de l'attaque de la gélatine par la trypsine 
se constate par la disparition de la propriété de gélification à 
froid de celte substance; nous savons que notre unité tryptique 
oblient ce résultat en une heure à 41°. On considère en 
général que la liquéfaction de la gélatine ne s'accompagne 
pas de phénomènes d’hydrolyse proprement dits. Il y aurait un 
état physique de la gélatine, intermédiaire: entre la gélatine 
intacte et la gélatine dissociée, pour lequel la propriété de 
gélification de la gélatine pure n'existe plus. En somme, il y 
aurait une sorte d'état allotropique de la gélatine pure, non 
dissociée, pour lequel la propriété importante de gélification 
n'est pas constatée. Cohnheim et Mann avec lui acceptent cette 
explication. Elle ne me paraît pas admissible. Une gélatine 
encore capable de se gélifier après action de la trypsine est 
déjà de’ neutre devenue acide; cette acidification, plus tard, 
S'accentue; à partir d'un certain taux d'acidité, variable avec la 
concentration de la solution, la gélatine ne se gélifie plus par 
refroidissement. Ce caractère nouvellement acquis : acidité du 
milieu, acidité faible il est vrai, mais certaine, indique une 
hydrolyse (voir le tableau : Etablissement du graphique pour le 
sérum de cobaye). 

Tant que les actions hydrolytiques déterminées par la tryp- 
sine sont peu marquées, le caractère du «gel » persiste : il dis- 
paraît pour une digestion plus longue ou plus intense. 

Le résultat minimum de l’action antidiastasique d'un sérum 
est donc d'apporter un retard-dans l’action de l'unité tryptique 
s'exercant pendant l'unité de temps. Ainsi en présence du 
sérum et de l'unité tryptique la gélatine doit, après 1 heure 
à 41°, conserver sa propriété de gélification. 

Le résultat maximum de l'action antidiastasique sera de 
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conserver cette propriété de gélification pendant une digestion 
prolongée. 

La valeur de l’action antitryptique d’un sérum se définit donc 
par deux termes au moins. Le premier terme mesure l’action 
returdatrice, le second mesure l’action nhibirrice ow apparem- 
ment telle ; nous verrons qu'il n'y a pas, sur la gélatine, d'inhi- 
bition absolue du ferment tryptique par un sérum sanguin. 

Pour évaluer le pouvoir retardateur et inhibiteur du sérum 
essayé, en faisant intervenir la propriété de gélification à 
froid de la gélatine, on procède comme suit : 

A) Après une heure de séjour à 41°, les essais comportant 
des quantités de sérum égales ou inférieures à 0 c.c. 01 sont 
retirés de l’étuve et plongés dans un bain d’eau refroidie à 10°. 

Après 15 minutes, on note le premier tube présentant le phé- 
nomène de gélification. 

Exemple : Ki, dans l'ordre des essais, le premier tube 
se gélifiant est l'essai qui contient 0 c.c. 002 de sérum, ce 
volume de sérum marquera le premier terme du pouvoir anti- 
ferment; 1! représente objectivement la plus petite quantité de 
sérum capable de retarder l'action de la trypsine, pendant la 
Première heure de digestion, il mesure en un mot le « seuil » de 
l'action inhibitrice. 

B) Le second terme, c’est-à dire la valeur supérièure limite 
que nous pouvons appeler l’« optimum », sera fourni par la plus 
petite quantité de sérum capable d'inhiber l'action de la 
trypsine pendant le temps maximum d'action de ce le-ci. 

Ce second terme est évalué de la façon suivante : après 
18 heures d'étuve, on retire les tubes et on les plonge immé- 
diatement dans un bain d’eau, à 20°. La gélification d’un tube 
témoin sans trypsine, ni sérum, se fait, dans ces conditions, 
en 3 à 4 minutes. On note Le temps de gélification des tubes si 
on désire obtenir l'optimum absolu ; en pratique, on notera le 
premier tube qui présente, après 10 minutes, une gélification 
parfaite, c’est-à-dire un gel solide, stable, ne se détachant pas 
du tube quand on frappe celui-ci sur le doigt. L'essai qui 
répond à ces conditions sera noté comme optimum. En réalité, 
l'optimum ainsi déterminé n'est que l’ « optimum approché »; 
nous verrons plus loin que pour cet optimum, dans la plupart 
des cas, il s’est produit un commencement de digestion. Cette 
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valeur, encore qu'elle ne soit que relative, est celle qui caracté- 
rise le mieux, en donnée numérique, l’action anlitryptique 
d'un sérum. Nous nous en convaincrons mieux quand nous 
parlerons de l’optimum réel. 

D'ailleurs, nonobstant ces réserves, le graphique du mouve- 
ment de l’action protéolytique de la trypsine sur la gélatine en 
présence de différents volumes du sérum examiné apporte des 
documents particulièrement instructifs ; ils permettent de 
situer (même sans rechercher l’optimum par la gélification) les 
sérums rigoureusement à leur place dans l'échelle de l'activité 
antitryptique. | 

En résumé, nous définissons actuellement l’action anti- 
tryptique d’un sérum par deux termes : Le « seuil » et L « opti- 
mum approché ». 

Le « seuIL », c'est la plus petite quantité de sérum capable 
de retarder l'action liquéfiante de l'unité tryptique, quand 
celle-ci s'exerce sur l'unité de test dans l'unité de temps. 

L' « oPTIMUM APPROCHÉ », c'est la plus petite quantité de sérum 
qui, en présence de l'unité tryptique et dans des conditions telles 
que celle-ci épuise normalement son action, conserve à l'unité de 
test la propriété de se prendre en un gel solide, en 10 minutes, 
par refroidissement à 20°. 

Dans le chapitre suivant, nous apprendrons à faire intervenir, 
dans notre appréciation sur la valeur antitryptique d’un sérum, 
un troisième facteur : l'optimum réel. 

En opérant comme nous l'avons dit ci-dessus, nous avons 
obtenu, pour les sérums étudiés, les valeurs antitryptiques 
suivantes : 


SÉRUM SEUIL OPTIMUM APPROCHÉ 
CODANE ERREUR (0,0005-0 ,002) (0,03-0,07) 
Homme. : . . : . . . . . (0,001 -0,002) (0,04-0.07) 
Cheval: 2148800 Le ae (0007-0008) (0,05-0,07) 
Mouton: . "2" 4RuTe 0,002 0,06 
ANT + SCA RS ARE LCA 0,002 (0,07-0,08) 
DÉDUIT EURE (0,002 -0,003) (0,1 -0,16) 
Mnetlle Se A A TUE 0,002 (> 0,1) 
POULE AE EU ET CRE 0,002 (0,3 -0,4 ) 


Dans les expressions numériques ci-dessus, deux nombres 
entre parenthèse indiquent les variations individuelles trouvées 
dans une même espèce. 
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En se servant des données établies ci-dessus, la valeur anti- 
tryptique d'un sérum s'exprime ainsi : 


Exemple : Valeur antitryptique sérum de Cobaye—(0 c.c. 002 
— 0 c.c. 07) dans laquelle 0 c.c. 002 représente en centimètres 
cubes de sérum la valeur du seuil et O0 c.c. 07 la valeur de 
l’optimum approché. 

C’est évidemment cette dernière valeur qui est la plus inté- 
ressante. Elle permet de mettre sur le même plan, relative- 
ment à leur action antitryptique les sérums de Cobaye, Homme, 
Cheval, Mouton; elle est pour ces sérums très généralement 
égale à 0 c.c. 05. 

Le Chien s'éloigne fort légèrement avec 0 c.c. 08 comme 
moyenne. 

Le Lapin présente la variation la plus considérable, l'optimnm 
oscillant entre 0 e.e. 4 et 0 c.c. 16 et même 0 c.c. 2. Il est d'une 
facon générale voisin de 0 e.c. 4. 

La Poule s'éloigne considérablement de ce chiffre avec 
0 c.c. 3 0 c.c. 4. | 

Je signale ici seulement le fait, me proposant d'insister plus 
tard sur la valeur antitryptique du sérum des Oiseaux et des 
Poissons (1). 


IT 


LE MOUVEMENT 
DE LA PROTÉOLYSE DANS UN MILIEU « GÉLATINE-TRYPSINE » 
ET DANS UN MILIEU « GÉLATINE-TRYPSINE-SÉRUM SANGUIN » 


Les recherches ci-dessus ne nous donnent sur [a marche de 
la protéolyse aucun renseignement. L'étude de celle-ci est pour- 
tant particulièrement intéressante, puisqu'elle permet l'analyse 


(1) Quelques-uns des chiffres du tableau ci-dessus diffèrent de ceux que j'ai 
publiés dans ma note du 17 avril 1918, dans les Comptes rendus de la Soc. de 
Biologie. Ceci est vrai, en particulier, pour le lapin et l’anguille. Ces diffé- 
rences résultent de ce que je passais d'abord dans la répartition du sérum 
de la quantité 0 c.c. 1 à 0 c.c. 2, 0 c.c. 3, etc. J'ai depuis observé la néces- 
sité de faire les essais d’une façon plus serrée : 0 c.c. 1, 0 €.c. 12, Oc.c.1#,etc. 

Je dois ajouter également que plus le ferment est purifié, plus les réactions 
de fixation sont violentes. Avec une trypsine très pure j'ai obtenu nombre de 
cas de sérums d'homme et de cheval ayant 0,04 comme oplimum approché. 
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du phénomène dont, par le caractère tiré du « Gel », nous ne 
connaissons que Ja fin. 

Nous allons voir comment 1l est possible d'obtenir, par une 
méthode simple et précise, des détails sur le mouvement de la 
protéolyse de la gélatine, hydrolysée par la trypsine, en pré- 
sence ou non de sérum sanguin. 


A. — ACIDIFICATION DU MILIEU GÉLATINE-TRYPSINE 
AU COURS DE LA DIGESTION 


De nombreux auteurs ont étudié, avec la gélatine comme 
test, les lois d'action des diastases. Leur attention, surtout 
attirée vers les modifications physiques du milieu, ne s’est pas 
attachée à la réaction des produits de dissociation. Il est juste 
de dire aussi qu'en employant le suc pancréatique, très alcalin 
comme on sait, le changement de réaction du milieu peut être 
masqué : au contraire, quand on opère en milieu neutre (au 
tournesol ou à la phénolphtaléine), avec une solution tryptique 
neutre, les phénomènes chimiques sont nettement visibles. On 
s'aperçoit alors que la digestion tryptique de la gélatine donne 
rapidement naissance à des produils acides. 

L'action de la trypsine s'exerçcant sur une gélatine neutre au 
tournesol et tournesolée, le virage de la teinte bleue à la teinte 
rose se constate déjà après une heure d'étuve à 41°, même 
lorsque la quantité de trypsine employée est faible, comme c’est 
le cas pour nos expériences. 

L'acidité progresse rapidement pendant les # premières 
heures de digestion, plus lentement de la 4° à la 6° heure. A 
ce moment, l'acidité acquise est égale à la moitié de ce qu’elle 
sera à la 24° heure. Donc, dès la 6° heure, la vitesse de réaction 
est considérablement diminuée. Cette diminution n'est que 
partiellement due à l'acidité libre acquise; en effet, la neutra- 
lisation des produits acides au fur et à mesure de leur formation 
ne conduit pas la digestion sensiblement plus loin que le terme 
atteint par elle sans neutralisation. La cause du ralentissement 
de la digestion tient donc au moins autant à l'affaiblissement 
du ferment qu'à l'acidité du milieu. 


Les faits précédents s'appliquent aussi bien à la gélatine 


ÉTUDE SUR LE POUVOIR ANTITRYPTIQUE DU SÉRUM SANGUIN 13 


x 


neutre au tournesol qu'à la gélaline neutre à la phénol- 
phtaléine; dans ce dernier cas, toutefois, l'acidification est au 
début plus rapide qu'avec la gélatine neutralisée au tournesol, 
les résultats deviennent identiques. dans les deux cas, dès la 
8° ou 10° heure. 

Nous indiquons dans ce mémoire uniquement les faits prin- 
cipaux qui concernent-la digestion de la gélatine par la trvpsine. 
L'étude des produits d’hydrolyse ne rentre pas dans le cadre 
de ce travail; disons toutefois que l'acidité, qui prend nais- 
sance dans la digestion de la gélatine par la trypsine, n'est 
pas due aux substances étrangères préexistantes. Mes premières 
recherches avaient élé faites avec de la gélatine non dialysée, 
leur contrôle avec de la gélatine dialysée m'a permis d'observer 
les mêmes phénomènes. Ainsi, l'acidité acquise, libre, n’est pas 
due à des acides, sels acides, etc., ayant échappé à la neutra- 
lisation, et qui seraient libérés par la digestion. On conçoit 
d'ailleurs peu la possibilité de ce fait. 

L’'acidité que présente le milieu trypsine-gélatine au cours de 
la digestion est donc bien due à l'hydrolyse diastasique de la 
ic 

Nous trouvons dans les recherches de nd Krüger, 
Müller, etc., l'explication vraisemblable de ce changement de 
réaction. Siegfried et ses élèves ont, en effet, isolé de l'hydro- 
lyse de la gélatine, d'une façon générale de l’antigroupe des 
albuminoïdes, des anlipeptones à caractère d'acides mono- 
basiques rougissant fortement le tournesol et déplaçant Pacide 
carbonique de ses sels. Il est possible que notre acidité soit due 
à des albumoses et peptones à caractère acide (1). 

En même temps que la formation de substances acides rou- 
gissant le tournesol et donnant directement des combinaisons 
sodiques, on constate celle d'amino-acides dont l'acidité sera 
libérée seulement après l'action du formol (procédé de Schit- 
Sürensen). Dans un milieu gélatine-trypsine neutre au tournesol, 
en l'absence de sérum sanguin et pour un volume de 5 cent. 
cubes de gélatine-test, l'acidité libérable par le formol est 


- (1) SreGrriro, Zeilsch. f. Physiol. Ch., vol. XXXVIITI, 1903, p. 258. 
MuLeer, id., vol. XXXVIII, 1903, p. 264. 
BorkeL, id., vol. XXXVIII, 1903, p. 268. 
KruGEr, id., vol. XXXVIII, 1903, p. 320. 


/ 
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nettement inférieure à celle des substances acides réagissant 
sur le tournesol ; mais, contrairement à la formation des sub- 
stances acides, celle des amino-acides se soutient plus longtemps 
à la vitesse initiale. Ceci ne s'applique qu'aux pelites quantités 
de trypsine, l'acidité en amino-acides pouvant être, pour une 
forte proportion de trypsine, non seulement égale, mais supé- 
rieure à l'acidité libre, dès le début de la digestion. 


Il résulte du fait indiqué ci-dessus que : d'abord divergentes, 
les courbes représentatives des deux acidités deviennent bien- 
iôt parallèles, s’approchent, puis se coupent vers la 30° heure 
de digestion. 


En résumé, nous pouvons suivre par un simple titrage d'aci- 
dité, ou mieux par ce titrage combiné avec la méthode de Sürensen, 
l'hydrolyse de la gélatine par la trypsine. 

Les faits consignés dans ce chapitre sous forme de conclusions 
résultent d'expériences dont nous donnons ci-dessous quelques 


types. 


Exe. I. — De l'action de la réaction de milieu sur la vitesse de 
digestion. Dans cette expérience on fait agir sur 5 cent. cubes 
de gélatine-test (non dialysée) À cent. cube de solution de 
trypsine diluée de facon suivante : Trypsine-test, 12 cent. 
cubes; Eau physiologique, 15 cent. cubes. 


1o Gélatine neutre au tournesol, 


ACIDITÉS C4Æ@LCULÉES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 419 
en c. c. NaOH N/10 


en présence é 
DE PHÉNOLPHTALÉINE 1/2 QENA M2 DZ 3 4 5 6 7 


Acidité directement ti- 


trable (corrigée) . :| 0,3 | 0,5 | 0,71 10,9" 4 1,20104,3, |A MSIE 
Acidité titrable après 

formol (corrigée) . .| 0,1 | 0,2 | 0,4 | 0,45] 0,6 | 0,7 | 0,9 | 4 1 
Acidité totale acquise.| 0,4 | 0,7 | 4,1 | 14,35] 1,6 | 1,9 | 2,2 | 2,4 | 2,5 
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GRapHiouE 1. — Correspond au tableau de la page précédente. 


€ 2° Gélatine neutre à la phénolphtaléine. 


ACIDITÉS CALCULÉES : TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 440 

en c.c. NaOH N/10 
en présence 

DE PHÉNOLPHTALÉINE 1/2 1 11/2/5902 -3 4 5 6 7 


Acidilté directement ti- 


trable (corrigée) . .| 0,25] 0,5%] 0,85] 0,95| 4,15) 1,35] 1,45] 1,55] 1,65 
Acidité titrable après 
formol (corrigée) . .| 0,1 | 0,2 | 0,4 | 0,45| 0,6 0,7% | 0,851 1,05 


Acidité totale acquise.| 0,35] 0,75! 1,25| 1.4 | 4,75| 2.05 30| 2,55] 2,70 


Comme il résulte de la lecture de ces tableaux, la réaction 
neutre à la phénolphtaléine facilite légèrement, ce qui est 
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conforme à tout ce que nous savons, la réaction de la trypsine 
sur la gélatine. 
DB 


à. 
NRC 
LINE) 
RAA 


1.4 
jé 
11972 
nr FINE A 
PET TT 
AA SET LT 
PU 7 MRURRE de EN REA à 3 de 
Pia 


PE A EE ER EE 


VOA MA MO OT ESS NUS IS GONG ETIENNE 


Heures 


GRAPHIQUE 2. — Correspond au tableau de la page 15. 
Ë 


Exp. IT. — à) Dans cette expérience on fait agir À cent. cube de 
solution de trypsine de la dilution suivante : trypsine-test, 
12 cent. cubes; solution physiologique, 20 cent. cubes sur 
5 e.c. gélaline-test, non dialysée, neutralisée au tournesol. 


ACIDITÉS CALCULÉES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 440 


en c.c. NaOH N/10 


EN PRÉSENCR DE PHÉNOLPHTALÉINE 3 6 9 15 24 33 38 


Acidité directement titrable (cor- 
LIgÉC) PARMESAN NI 15 AIM TRIEZ 12,9) 2220 


Acidité après formol (corrigée). .| 0,6 | 0,9 4 4,41 | 4,7 | 1,9 | 2,5 | 2,9 


Acidité lolale acquise (après cor- 


VECUOD).. NS CERN 1560102 40102781 37e MP RIRDELAINNS 6 


3 #4 5 6 TA SÉMOMMOMMMAIMTISUETNTS MEME MONeONIN 22223 


b) Mémes dispositions que dans l'expérience précédente. 


ACIDITÉS CALCULÉES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, À 41° 


en c. c. NaOH N/10 


EN PRÉSENCE DE PHÉNOLPHTALÉINE 3 41/2] 6 1/2 9 24 32 
Acidité directement titrable (corrigée) .| 1 12 VEN Tr DC NE GR 
Acidité titrable après formol (corrigée).| 0,6 | 0,8 | 0,9 | 1 2 2,4 
Acidité totale acquise (corrigée) - - - :| 4,6 | 2,2 | 2:6 | 3 BTE: 


Ale 
ce Et RES 


ANSE 2 ETS NT ANT UTS MB UONMS 0 N220123 


Grapaiques 3 et 4. — Le premier correspond au tableau de la page 16 ; 
le deuxième au CEE ci-dessus. 
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Dans cette expérience, on ajoute, après le titrage de 4 h.1 
4 cent. cube de soude N/10 dans chacun des tubes, on Rd 
ainsi la neutralisation presque totale de l'acidité libre. 


Môme opération est faite après le titrage de 9 heures, on 
ajoute 4 c.c.8 de soude N/10. 

La neutralisation ne fait pas reprendre à la diastase sa 
vitesse primitive d'hydrolyse ; elle favorise néanmoins légère- 
ment la continuation de l'action. 


Exp. HT. — a) Sur5 cent. cubes de gélatine-tesl dialysée (dialyse 
de 3 jours), on fait agir 0 c.c. 3 de trypsine-test, additionnée 
de 0 c.c. T de solution physiologique. 

ACIDITÉS CALCULÉES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, À 4lo 
en c.c. NaOH N/10 


EN PRÉSENCE DE PHÉNOLPHTALÉINE 2 3 5 15 20 


Sd a ant ns 


Acidité directement titrable (cor- 
Mn Dee ed Des AE 0,6 | 0,8 | 4,30] 1,70! 2,1 | 2,40/2,30 


Acidité après formol (corrigée). .| 0,45] 0,65] 0,95! 1,55! 1,9 1,95/2,65 


Acidité totale es (après cor- 
FÉCHON Le PL OS EU 1,08 1,45] 2,23] 3,25] 4,0 | 4,05/4,95 


b\ AS c.c. de aélatine-test dialysée (dialyse de T jours), on ajout 
9 y y J } 1] 

et 0 c. ce 3; d'au 

les résultats obtenus dans ces deu 


TEMPS DE DIGESTION 


ACIDITÉ CALCULÉES EN C.C. NaOH N/10 112 1 


EN PRÉSENCE DE PHÉNOLPHTALÉINE 


031 0:6 1008 A0 


1 


Acidité après formol (corrigée). . . . . . Set ee + ve ol 202 ADIEU 


0 
Acidité totale acquise (corrigée) . . . . . . . . . . . . ; MAN 0, 
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| Dans le graphique ci-dessous ainsi que dans les graphiques 
qui précèdent, les chiffres portés en ordonnées mesurent en 


100012 as ua ne 16 [Bi NE 19 20 


GRAPHIQUE 5. — Correspond à l’action de 0 c.c. 3 de trypsine 
du tableau ci-dessous pages 18 el 19. 


centimètres cubes de solution décinormale de soude, l'acidité 
apparue au cours de la digestion. 


c.c. de solution de NaC!T physiologique +0 c.c. 6 d'une part, 
art, de trypsine-test, 
xpériences sont consignées Ci-dessous : 


EN HEURES, A 440 


3 & 1/2 44 20 26 42 
0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0.6 | 0,3 | 0,6 | 0,3 | 0,6 
0,55 | 0,85 | 0,85] 4,25! 4,05] 4,55] 1,15] 2,25| 2, 2,4 | 2,05 | 2,55 | » 
0,40 | 0,70 | 0,7 [e 0,9 | 4,25] 4,4 | 4,90! 1,6 | 2,2 | 1,75 | 2,4 » 


0,95 | 14,55 | 4,55] 2,25] 1,95] 2,801 3,15] 4,151-3,65 | 4,6 | 3,80 | 4,95 | » 
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Exp.” IV. 


— Action de l'unité tryptique sur l'unité de test 
(gélatine dialysée pendant T jours). 


ACIDITÉS CALCULÉES TEMPS DE DIGESTION EN HEURES, A 4419 
en c.c. NaOH N/10 


EN PRÉSENCE DE PHÉNOLPHTALÉINE 


Acidité libre (corrigée) . . .[0,525/0,62510,675/0,725/0,725| 0.8 |o,825|0,825 


Acidité formol (corrigée) . .[0,35 45 |0,55 |0, 0,6710,65 [0,65 


Acidité totale acquise (cor- 


Comme cette expérience le démontre, on peut considérer que 
l’action de l” « unité tryptique » sur | « unité de test » est 
éteinte après 18 heures d'activité. 5 

C'est ce résultat qui nous a fait choisir la durée de 18 heures 
comme temps normal de nos expériences sur l'aclion anti- 
tryptique du sérum. Nous revenons maintenant à celle-ci. Les 
expériences que nous venons de rapporter sur la digestion de 
la gélatine par la trypsine constituent la base de notre procédé 
pour établir le graphique du mouvement de la protéolyse de la 
gélatine par la trypsine, en présence de sérum sanguin et 
déterminer L «optimum réel ». 


B. — ACIDIFICATION DU MILIEU GÉLATINE-TRYPSINE 


EN PRÉSENCE DE VOLUMES VARIABLES DE SÉRUM SANGUIN. 
L'OPTIMUM RÉEL 


En opérant dans les conditions fixées ci-dessus, une digestion 
de la gélatine par la trypsine, en présence de sérum sanguin, 
on observe une plus ou moins grande acïdification du milieu. 
Celle ci est en raison inverse de la quantité de sérum pour un 
sérum désigné; pour une même quantité de sérums différents, 
elle est en raison inverse du pouvoir antidiastasique de chacun 
d'eux. 

Théoriquement, pour une quantité suffisante de sérum, on 
devrait atleindre le zéro d’acidification ; on aurait ainsi 


ÉTUDE SUR LE POUVOIR ANTITRYPTIQUE DU SÉRUM SANGUIN 21 


l'optimum absolu. Or, dans le cas le plus habituel — sauf excep- 
_tion rare — même pour les sérums très antidiastasiques 

cheval, cobaye, homme, mouton, il n'y a jamais de zéro d’aci- 
dification. L'acidité acquise, la plus basse, est de 0 c.c. 05 à 
0 c.c. 1 de soude N/10. Pour faible que soit la digestion repré- 
sentée par ces chiffres, elle n'en existe pas moins, et ceci nous 
permet de dire que : 

a) H n'y a pas, habituellement, d'inhibition absolue du ferment 
par le sérum ; 

b) Quand une certaine inhibition est réalisée, on ne la dépasse 
pas, quelle que soit la quantité de sérum en présence. 

Au contraire, on peut voir dans certains cas le graphique de 
la protéolyse se redresser, après avoir atieint un minimum. On 
peut constater ce fait avec le sérum de chien. De ces conclu- 
sions, il résulle que : 

L'_« oprimum réel », c'est la plus petite quantité de sérum qu, 
en présence de l'unité tryptique et dans des conditions telles que 
celle-ci épuise normalement son action, entraîne l'inhibition 
absolue ou presque absolue de l'unité tryptique. Cette plus petite 
quantité de sérum est déterminée par l'essai pour lequel l'acidité 
totale acquise au cours d'une digestion de 18 heures est la plus 
faible; exceptionnellement, elle peut étre égale à zéro. 

Voici comment nous déterminons cette troisième valeur : 


C. — CONSTRUCTION DU GRAPHIQUE DE LA PROTÉOLYSE 
EN PRÉSENCE DE QUANTITÉS VARIABLES DE SÉRUM SANGUIN 


Après 18 heures d'étuve, on titre l'acidité totale acquise. On 
peut faire celte opération en deux temps : chercher d’abord le 
taux de l'acidité libre, puis celui de l'acidité déplacée par le 
formol. En pratique, il est préférable de faire immédiatement la 
recherche de l'acidité totale. 

On portera alors en ordonnées les quantités de soude N/10 
nécessaires à la neutralisation totale de chaque essai, en abscisses 
on porte la quantité de sérum en action. 

Nous faisons seulement le graphique des doses nécessaires à 
la recherche de loptimum, le graphique pour le « seuil » 
paraissant sans intérèt. 
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Voici comment l'on pratique l'opération en deux temps : 

1° Acidité libre. — Au bout d'une heure (recherche du seuil}, 
après 18 heures (recherche de l'optimum), on additionne chaque 
essai de V gouttes de solution alcoolique de phénolphtaléine à 
{ p. 100: on ajoute par gouttes la solution décinormale de 
soude, on s’arrête au virage rose ou violet faible. 

2° Acidité libérable par le formol. — À l'essai qui vient de 
servir à la recherehe de l'acidité libre, on ajoule 10 cent. cubes 
d’une solution de formol à 40 p. 100 diluée de moitié avec de 
l’eau distillée et neutralisée, jusqu'au virage rose très pâle, à la 
phénolphtaléine. On vérifie chaque fois la neutralité de cette 
solution. Si on dépasse le virage, on revient à la neutralité 
par l'addition d’une petite quantité de formol non neutralisé. 


L'acidité libérée par le formol est titrée comme ci-dessus. 
 L'acidité libre + l'acidité formol donnent l'acidité totale. 
L'acidité totale acquise est faite de l'acidité totale diminuée de 
l'acidité libre et de l'acidité formol préexistantes dans le test et 
le sérum en présence. 

En pratique, il est inutile de caiculer les deux acidités, 
on cherche directement l'acidité totale. 

Je donne ci-dessous les résullats obtenus dans la recherche 
des valeurs limites d’un sérum de cobaye. 


Recherche du seuil (après 1 heure, à 410). 


1 TEMPS 

ACIDITÉ LIBRE |ACIDITÉ FORMOL|ACIDITÉ TOTALE de 
QUANTITÉ DE SÉRUM acquise en acquise en acquise en GÉLIFICATION 

c.c. NaOH N/10[c. c. NaOH N/10|c. c. NaOH N/10 a 

minules 
0 c.c. 001 0,175 0,775 0,250 co 
0 c.c. 002 0,175 0,75 0,225 13 
0 c.c. 005 0,15 0,725 0,175 12 
0 c.c. 004 0,15 0,725 0,175 10 
_ 0 c.c. 005 0,12 0,7 0,120 8 
Témoin trypsine. 0,2 0,775 0,275 co 
Témoin NaCI. 0,075 0,625 _ 3 
Témoin NacCl. 0,075 0,625 — 3 


D'après la définition que nous avons donnée du « seuil », 
cette valeur est représentée ici par 0 c.c. 002. 
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Recherche de l'optimum réel (après 18 heures, à 410). 


D ET 


; TEMPS 
ACIDITÉ LIBRE |ACIDITÉ FORMOL|ACIDITÉ TOTALE + 
QUANTITÉ DE SÉRUM acquise en acquise en acquise en GÉLIFICATION 
c.c. NaOH N/10|c.c. NaOH N/10|c.c. NaOH N/10 He 
minutes 
(CrCAUA 0,6 185 1975 a 
IRC A0? 0,5 1,25 an Ce) 
0€: c. 03 0,5 162 1,075 ea) 
0 cc: 04 0,4 40 0,775 co 
Once 05 0,2 0,75 0,325 Co 
DNCACAUG 0,1 (io 0,175 12 
0 c.c. 07 0 ,1 0,65 0,150 
0 c.c. 08 0,075 0,675 0,125 6 
0c:c. 09 0,075 0,675 0,125 6 
0 c.c. 1 0,075 0,650 0 1) 
UNC- C4? 0,075 0,7 (l ii) 
De: cu14 0,075 0,7 0 5 
ON: ec 26 0,075 0,75 0,05 6 
Témoin trypsine. 0,6 1,25 1,225 Co 
— 0,1 sérum. 0,075 0,65 _ 5 
— 0,15 sérum. 0,075 0,7 - 6 
— NacCl. 0,075 | 0,55 — 5] 


Dans cet exemple, l’ophimum réel est marqué par une acidifi- 
cation nulle; cet optimum est égal à 0 c.c. 1; l'oplimum 
approché serait 0 c.e. 07. Le pouvoir antitryptique de ce sérum 
est donc défini par les 3 valeurs : 


SOUS ARE fente te Me Ne UT Oter GA 002 
OPHMUMPAPPLOCNÉ RE EM EE ER DR CC: ON 
CUIR MATE RME RS RE EN PORC ACT 


Il serait sans intérèt de multiplier les tableaux de ce genre. 
Il faut évidemment toujours établir ceux-ci; on construira le 
eraphique ‘d’après leurs données. 


Je présente ci-contre (PI. I, Il, IE, IV) un certain nombre 
de graphiques concernant Les sérums de cheval, d'homme, de 
cobaye, de mouton, de lapin, de chien, d’anguille et de poule, 
ces deux derniers seulement à titre d'indication générale. 

Le graphique étant tracé, il faut en faire la lecture. Celle-ci 
permeltra de classer deux sérums, d'après l'analyse de leur 
graphique de proléolyse. Trois points sont importants à con- 
sidérer : 
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4° Le taux de l'acidification en présence de 0 c.c. O1 de sérum ; 

2° La silualion des points critiques, c'est-à-dire le numéro des 
essais pour lesquels il y a une chute importente de l'acidification 
comparée à celle de l'essai immédiatement précédent ; 

3° L'acidité la plus basse obtenue; elle donnera l « optimum 
réel ». 

D'une façon générale on note l'allure du graphique, et l'on 
peut comparer l’acidification d'autres essais homologues. De 
ces graphiques il résulte un fait important, celui-ci : Pour les 
sérums de cheval, cobaye, mouton, homme, chien, l’optimum 
réel est compris entre 0 c.c. 07 —0 c.c. 1. 

Le volume de sérum mesurant l « optimum réel » est com- 
patible avec une trace de digestion, elle se traduit par une aeïdi- 
ficalion neutralisée par : 0 c.c. 05 — 0 c.c. 1 de soude N7/10. 

Dans les graphiques ci-contre nous avons en ordonnées l'aci- 
dité totale acquise, calculée en cent. cubes de NaOH N/10 et en 
abscisses les volumes de sérum. 


IT 


APPLICATION 
DES DONNÉES PRÉCÉDEMMENT ÉTABLIES A L'ÉTUDE COMPARÉE 
DU POUVOIR ANTITRYPTIQUE DE PLUSIEURS SÉRUMS 


Les résultats exposés au cours des deux chapitres précédents 
montrent que pour caractériser la valeur antitryptique d’un 
.- sérum : trois valeurs au moins doivent être déterminées, 
le seuil et les optima. Pour le sérum normal d'animaux de 
même espèce ces valeurs sont sensiblement constantes. Nous 
en avons fixé les variantes possibles pour l'homme, le cobaye, 
le cheval, le mouton, le chien, le lapin, la poule. Comme nous 
le savons (voir page 10) la valeur moyenne de l° « optimum 
approché » est égale pour les quatre premières espèces à 
0 c.c. 05 avec une variation en deçà ou au delà égale à 0 c.c. 01. 

Cette valeur comme les deux autres (nous parlons de l'op- 
timum approché parce qu'elle est la plus importante) est 
établie en fonction du volume du sérum. 

Dans la recherche des constantes antitryptiques du sérum 
d'une espèce animale nous ne faisons intervenir la notion de 


- Annales de l’Institut Pasteur. Vol. XXXIIT, PI I, 
(Mém. Launovy.) 
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Grapnique 6-1. — Représentation graphique de l’action antitryptique de trois sérums humains, 
normaux (voir graphiques 16 el 17). 
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GRAPHIQUE 8. — Allure de l’action antitryptique de deux sérums de chevaux normaux. 


Annales de l'Institut Pasteur. PEN Os ART PI. AV: 


L 
(Mém. Launoy.) 


8 9.100 11e 1243; 14 18 
Jerum encentièmes de C:c. 


GrapHique 14. — Action antitryptique d'un sérum d'anguille. 
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GRAPyiQue 15. — Action antilryptique d'un sérum de poule. 
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temps que dans les limites extrèmes de l’action de l'unité tryp- 
tique : le début et la fin; nous négligeons les stades intermé- 
diaires dont l'examen ne répond pas à notre demande 
recherche de la valeur inhibitrice. | 

D'une façon générale l'évaluation numérique des trois valeurs 
considérées satisfait à ce qu'on attend de la mesure des pro- 
priétés antitryptiques d'un sérum. Elle permet de classer le 
sérum comme normal ou non et, dans cette dernière possibilité, 
elle indique le sens de la variation et chiffre celle-c1. 

Il est néanmoins des exemples, particulièrement lorsqu'il 
s'agit de comparer l’action de différents sérums d’une même 
espèce animale, où nous pouvons désirer une analyse plus fine 
de leur action antiprotéolytique. 

Dans ce but on conçoit que la notion de temps doit intervenir 
dans la conduite de l'expérience; elle est même ici capitale; 
aussi, dans l’applicalion à l'étude comparée de l’action anti- 
tryptique de plusieurs sérums des données établies précédem- 
ment on procédera de la facon suivante : 

1° Détermination des constantes d'espèce : seuils et optima; 

2° Détermination pour un ou plusieurs volumes déterminés 
de chaque sérum du mouvement de la protéolyse. Construction 
des courbes selon les données recueillies. 

Le choix du ou des volumes de sérum à opposer à l’action 
tryptique est important. Il va de soi que ce volume ne sera 
pas celui d’une valeur limite, puisque ce que nous cherchons 
en résumé, c'est la valeur propre des volumes intermédiaires 
aux volumes limites. 

Exgurce. — Soit à déterminer la valeur anlitryptique de 
deux sérums humains : Sérum A, Sérum B. 

1° Recherche du seuil (voir page 22). 

20 Recherche des optima (voir page 23). 

La première recherche nous donne 0,002 pour les deux 
sérums. La seconde donne : 


Optimum approché. . . 


Sérum B — 0,05 
SÉLUMPEN ES RTS 008 
SÉTUMNPEER PR ER N ED 0/71 


Sérum A = 0,06 
Optimum réel . . 


Dans ce cas nous pouvons dire déjà que le pouvoir antitryp 
tique du sérum B est plus fort que celui du sérum A. 
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GRapniQue 16. — Établi selon les données du paragraphe B, chapitre 11, 
le sérum A était un sérum normal, 
le sérum B un sérum posilif à la réaction de Wassermann. 


Les deux graphiques ci-dessus le démontrent d’ailleurs 
nettement. L'étude du mouvement de la protéolyse en présence 
de 0,01 et 0,03 de chaque sérum rend cette conclusion absolue. 
Dans cette dernière recherche on procède comme suit : 
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DS 


l heures - 2 heures 
GRAPHIQUE 17. — Courbes établies selon les données du paragraphe A 
chapitre 11. à 


, 
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On fait agir de chaque sérum 0.01 et 0 03 sur l'unité tryp- 
tique en pr ésence de l'unité de test à 41°, On suit pendant les 
sept premières heures le mouvement de la protéolyse dans 
chaque cas ; on construit les courbes. (Courbes 17). L'allure de 
celles-ci permettra de se prononcer définitivement sur la valeur 
antitryplique comparée des sérums en élude. 


CONCLUSIONS 


L'action antitryptique du sérum sanguin n'a pas été géné- 
ralement étudiée jusqu'ici avee des méthodes suffisamment 
rigoureuses. 

Ce mémoire a pour but de présenter une méthode précise 
susceptible de donner au pouvoir antitryptique d’un sérum 
une représentation numérique, objective, réelle, en mème temps 
qu'une représentation graphique. 

Les recherches exposées ici ont eu pour objets les sérums 
normaux de quelques Mammilères : homme, cheval, cobaye, 
mouton, chien, lapin; d'un poisson : l’anguille ; d’un oiseau : 
la poule. 

Elles constituent les données fondamentales sur lesquelles 
notre expérimentation peut désormais s'appuyer. 

En dehors de l'exposé proprement dit de la méthode 
suivie et des résultats de son application sur les sérums nor- 
maux, il ressort de ce mémoire quelques faits de portée géné- 
rale; ils concernent : 


a) La digestion tryptique de la gélatine; 

b) Le rapport très étroit existant entre les sérums de Mam- 
mifères relativement à leur pouvoir antitryptique absolu ; 

c) La non-intervention des lipoides du sérum dans la genèse 
du pouvoir antitryplique de ce liquide; les sérums des ani- 
maux qui, comme l'anguille et la poule, sont riches en lipoïdes 
se montrent en effet le plus faiblement antitryptiques (1). 


Paris, 1°" octobre 1918. 


(1) Pour la teneur du sérum sanguin en lipoïdes, consulter : Mayer el: 
SCHAEFFER ; Jour. de Physiol. et de Pathol. gén., 1913, p. 984. 


LA DIFFUSIBILITÉ DU VIRUS RABIQUE 


par P. REMLINGER. 


Les expériences sur lesquelles on pouvait s'appuyer pour 
avancer que le virus rabique — virus filtrable — était également 
un virus diffusible, c'est-à-dire susceptible de se propager de 
proche en proche comme le sucre dans l’eau où il se dissout ou 
comme la matière colorante dans le tissu qu'elle imprègne, ces 
expériences étaient, jusqu'à maintenant, tout au moins à notre 
connaissance, au nombre de trois. 


4° Büjwid (1) prend un cerveau sain de veau; il le recouvre 
d’un cerveau rabique et les place l’un et l’autre à l'obscurité 
au-dessus d’une couche d’acide pyrogallique, dans une 
atmosphère privée d'oxygène. Quelques jours plus tard, le 
cerveau neuf donne la rage au lapin. L'expérience réussit même 
à La température de la chambre et si le cerveau sain est remplacé 
par du foie, muis l'absence ou, tout au moins, une très grande 
diminution d'oxygène est une condition indispensable à la 
réussite de l'opération. 

2 Après avoir répété avec succès celte expérience, Nitsch (2) 
a vu que, semblablement, si on plonge dans l’eau distillée ou 
de la solution physiologique, mais toujours dans une atmosphère 
privée d'oxygène, un cerveau de lapin rabique, le virus passe 
après 23 heures déjà dans le liquide. 

3° D’expériences entreprises sur la virulence comparée de la 
substance grise et de la substance blanche pendant la vie et à 
différents moments après la mort du lapin — expériences 
extrèmement délicates au sujet desquelles il convient de faire 


(4) Burwin, cité par Nrrscn, Expériences sur la rage de laboratoire. Virus 
fixe. 3e partie. Bulletin de l'Académie «des Sciences de Cracovie, juin 1905. 
(2) Nirscn, Loc. cit. 
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les plus expresses réserves — le même auteur conclut qu'aux 
premiers stades de la maladie et jusqu'au décès, il existe, au 
profit de la première, une différence très marquée entre la 
virulence de la substance grise et celle de la substance blanche. 
Pour le virus fixe, la substance grise se montrerait de 20 à 
100 fois plus virulente que la substance blanche. Pour le virus 
des rues, la substance grise ne serait qu'environ deux fois plus 
virulente. Aussitôt après la mort, la substance blanche 
commence à gagner en virulence au détriment de sa voisine en 
sorte que, plus le temps écoulé après la mort se prolonge et 
moins l'écart est considérable. 


Nous avons jugé intéressant de reprendre ces expériences en 
nous plaçant dans des conditions moins exceptionnelles. Nous 
étudierons successivement la diffusibilité du virus rabique en 
dehors de l’organisme et dans l'organisme lui-même. 


DIFFUSIBILITÉ 


DU VIRUS RABIQUE, EN DEHORS DE L'ORGANISME 


Un ou deux cerveaux de cobaye ayant succombé soit au virus 
fixe, soit au virus de rue sont lavés à l’eau stérilisée, de façon 
à éliminer le sang ou le liquide céphalo-rachidien qui pour- 
raient leur adhérer, puis immergés dans un pot-ban renfermant 
de la solution de Locke stérilisée également. Le flacon est, 
pendant ! à # jours, laissé à l’étuve à 37° ou maintenu à la tem- 
pérature du Laboratoire. La putréfaction s'établit rapidement. 
On passe une fois ou deux le liquide à travers un papier 
Chardin afin de retenir la plupart, sinon la presque totalité des 
micro-organismes qui seraient capables de faire mourir de septi- 
cémie où de suppuration les animaux inoculés et on l’injecte à 
la dose de 2 à 3 cent. cubes dans les muscles de la nuque du 
cobaye ou du lapin. Les résultats obtenus sont consignés dans 
le tableau suivant : 
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QUANTITÉ 


D 
> 
+ 
[ 


ET NATURE 


Nos 


D ORDRE 


, 


DU VIRUS. 


2 cerveaux 
de cobaye. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


28 déc. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


2 janv. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


2 janv. 


1 cerveau 
de lapin 
et 1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


janv. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


4 janv. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


2 jours, 
T. ambiante. 


3 Jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 
T. ambiante. 


3 jours, 
T. ambiante. 


4 jours, 


T. ambiante. 


{ jour, à 37 
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MODE 


D'INOCULATION 


ET DOSE 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


RÉSULTATS 


de 


L'INOCULATION 


Mort de rage. 


2 c.c. et derui. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


A résisté, 


2 c.c. et demi. 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
o1G1C:. 
Lap. Muscles 
de la nuque. 
ACC 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
d C;C:- 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
3 C.C. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
D] 


Cob. Muscles 
de la nuque. 


A résisté. 


A résisté. 


Mort de rage. 


Mort de rage. 


A résisté. 


c.c. et demi. 


A résisté. 


2 c.c. et demi. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 c.c. et demi 
Cob. Muscles 
de la nuque. 


Mort 
de septicémie 
.[le surlendemain. 
Mort de rage. 


2 c.c. et demi. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 «G-C. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 €.c. 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
240.0: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 "CC: 


3 jours, à 31! Cob. Muscles 


de la nuque. 
HG C: 

Cob. Muscles 

de la nuque. 
ATCNC: 


A résisté. 


résisté. 


résisté. 
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Nos 
D'ORDRE 


9 


10 


11 


12 


13 


Et 


DATE 


11 janv. 


11 janv. 


14 janv. 


17 janv. 


17 janv. 


19 janv. 


20 janv. 


QUANTITÉ 
ET NATURE 


DU VIRUS 


2 cerveaux: 
de cobaye. 


Virus de rue. 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


2 cerveaux 
de lapin. 


Virus de rue. 


1 cerveau 
de cobaye. 


Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


2 jours, à 37° 


370 


IMour Na 


2 jours, à 


A 
O2 
1 

[=] 


2 jours, à 


310 


À jour, à 


2 jours, à 


2 jours, à 37° 


MODE 


D'INOCULATION 


ET DOSE 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2}C.C- 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 C.C: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2.C.C. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
AN CIC: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2ENC: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
DACANC: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
2 c:c. 
Cob. Muscles 
de la nuque. 


AMENER 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
SCC: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
3 (Tab 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
DUCIE: 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
RNCS C: 


Cob. Muscles 
de la nuque. 
PME DCE 
Cob. Muscles 
de la nuque. 
ACC: 


RÉSULTATS 


de 


L'INOCULATION 


A résisté. 


A résisté. 


Mort 


de septicémie 
le surlendemain 


Mort 


de septicémie 
le surlendemain. 


A résisté. 


A résisté. 


Mort de rage. 


A résisté. 


Mort de rage. 


Mort de rage. 


A résisté. 


A résisté. 


À résisté. 


A résisté. 


Ainsi, le plus grand nombre des animaux inoculés demeure 
bien portant (20 sur 30). Un très petit nombre (3 sur 30) 
succombe le lendemain où le surlendemain de l’inoculation à 
une septicémie. D’autres (7 sur 30) succombent à la rage. Voici 
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du reste le détail des observations dans lesquelles un résultat 
positif a été obtenu : 


Os. I. — Le 25 décembre, deux cerveaux de cobaye ayant succombé au 
virus de rue sont lavés à l’eau physiologique puis immergés dans un flacon 
de sérum de Locke. Celui-ci est conservé dans la chambre noire des moelles 
à la température ambiante (1). Le 27, après deux jours, la putréfaction est 
très marquée. Le liquide est filtré à travers un papier Chardin puis inoculé 
à la dose de 2 cent. cubes 1/2 chaque fois dans les muscles de la nuque de 
deux cobayes. Le 8 janvier (12° jour) l'un de ces animaux présente une para- 
lysie à marche rapide; le soir, il est déjà couché sur le côté et agonise. Il est 
trouvé mort le 9 au matin. Le bulbe est inoculé sous la dure-mère d'un 
lapin. Celui-ci présente le 16 janvier (Se jour) une rage paralytique type à 
évolution normale et meurt le 1$, au 10e jour. Le second cobaye est demeuré 
bien portant. 


O8s. II. — Le 24 décembre, un cerveau de cobaye mort de rage à virus de 
rue est lavé à l’eau stérilisée puis conservé pendant #4 jours dans du liquide 
de Locke, à l'obscurité et à la température ambiante. Le 28 décembre, la 
putréfaction est intense. On filtre le liquide à travers un papier Chardin et 
on l’inocule à la dose de 3 cent. cubes chaque fois dans les muscles de la 
nuque de deux cobayes. Le 3 janvier (11° jour) l'un de ces animaux présente 
les symptômes d’une rage paralytique à marche rapide. Bientôt, il se couche 
sur le côlé, agonise et meurt. Son bulbe est inoculé sous la dure-mère d’un 
lapin. Le 16 janvier (7° jour) celui-ci présente les symptômes caractéristiques 
d'une rage paralytique à laquelle il succombe le lendemain (8° jour). 

Le deuxième cobaye demeure bien portant jusqu’au 26 janvier (29° jour). A 
celte date, il est trouvé mort le matin, alors que, la veille, il n'avait altiré 
l'attention par aucun symptôme (2). Son bulbe est inoculé sous la dure-mère 
d'un lapin. Celui-ci, suspect le 3 février (8° jour), est complètement paralysé 
le lendemain. Le soir, il est déjà couché sur le côté. Il meurt dans la journée 
du 5 février (10° jour). 


O8s. III. — Le 30 décembre, un cerveau de cobaye mort de rage des rues 
est mis dans du liquide de Locke et conservé à l'obscurité pendant 3 jours. 
Le 2 janvier, la putréfaction est très avancée. Le liquide est passé à travers 
un papier Chardin et inoculé à raison de 2 cent. cubes 1/2 par animal dans les 
muscles de la nuque de deux cobayes. L'un d'eux présente le lendemain les 
symptômes d'une septicémie à laquelle il succombe le 4 janvier. L'autre 
demeure très bien portant jusqu'au 17 janvier. Il est trouvé mort le 17 au 
matin (15e jour). Son bulbe est inoculé dans le cerveau d'un lapin. Le 25 janvier 
(8e jour) celui-ci cesse de manger: le soir, il présente un commencement de 
paralysie. Complètement paralysé le lendemain (9° jour) il succombe le 21 
(10e jour) à une rage classique. 


O8s. IV. — Le 15 janvier 1917, le cerveau d’un cobaye mort de la rage des 
rues est mis, dans du liquide de Locke et conservé pendant 2 jours à l'étuve 


(1) Nous avons renoncé depuis longtemps à. l'étuve à 20-220. 
(2) P. ReuzGer. Contribution à l'étude de la rage du Cobaye. Ces Annales, 
t. XXXI, p. 537-570. 
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à 37°. Le 17, la putréfaction est intense. La solution de Locke est filtrée à 
travers un papier Chardin et inoculée dans les muscles de la nuque de deux 
cobayes à raison de 2 cent. cubes par animal. L'un d'eux est demeuré vivant 
et bien portant. L'autre présente, le 26 janvier (9° jour), une paralysie du train 
postérieur de caractère nettement rabique qui ne tarde pas à gagner le 
train antérieur. L'animal est sacrifié pour une expérience un peu avant sa 
mort. Le bulbe est inoculé sous la dure-mère d'un lapin. Celui-ci, suspect le 
2 février (Te jour), présente le lendemain et le surlendemain tous les sym- 
ptômes de la rage paralytique à laquelle il succombe le 5 (10° jour). 


O8s. V. — Le 16 janvier, deux cerveaux de cobayes morts de rage à virus 
de rue sont plongés dans du sérum de Locke. Le flacon est mis à l'étuve 
à 31°. Le lendemain 17, la putréfaction est peu marquée. Le liquide dégage 
seulement une odeur un peu fade. On passe à travers un papier Chardin et 
on inocule deux cobayes dans les muscles de la nuque à raison de 3 cent. 
cubes par animal. Le 29 janvier (12° jour ils présentent l'un et l'autre une 
rage paralylique caractéristique et de symptomatologie identique. La marche 
de la maladie est très rapide (il s'agit de tous jeunes cobayes). Le soir, ils 
sont déjà agonisants et on les trouve morts l’un et l’autre le 30 janvier au 
matin (13° jour). Les deux bulbes servent à faire des passages. Les deux 
lapins, inoculés sous la dure-mère, présentent dès le 5 février (6e jour) les 
premiers symptômes d'une rage paralylique classique à laquelle ils 
succombent respectivement les 7 et 8 fevrier (8° et 9e jours). 


Comment ce passage du virus dans le liquide de Locke doit-il 
ètre interprété? Il ne semble pas que ce puisse être comme une 
culture puisque, à trois reprises, nous l'avons vu s'effectuer à la 
température très basse de 10°-15°, mais comme une simple 
diffusion. Nous avons du reste obtenu avec la vulgaire eau 
salée à 8 pour 1.000 — maintenue même à la glacière dans 
une observation — des résultals analogues quoique légèrement 
inférieurs (3 animaux morts de rage sur 30 inoculés). IL était 
procédé absolument comme dans la série d'expériences précé- 
dentes. Le cerveau d’un cobaye ou d’un dapin mort de rage à 
virus de rue ou à virus fixe élait mis dans un flacon contenant 
de l’eau physiologique. Le tout était déposé à la glacière, à 
l'étuve à 37° ou dans la chambre de dessiccation des moelles 
(obseurité, température ambiante). Après 1 à 3 jours, le liquide 
élait passé à travers un papier Chardin et inoculé sous la peau 
du ventre ou dans les muscles de ia nuque du lapin ou du 
cobaye. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 
suivant : os : 
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Non 


D'OR HW 


‘ 


© 


Le 7] Le 


DATE 


24 oct. 


2$ oct. 


24 nov. 


26 nov. 


30 nov. 


ler déc 


, 


2 déc. 


LE 


déc. 


déc. 


4 ! 


QUANTITÉ 
ET NATURE 


DU VIRUS 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus fixe. 


| cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de cobarye. 
Virus de rue. 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus de rue. 


| cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


{ cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


l cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


L cerveau 
de cobaye. 
Virus de rue. 


{ cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


| MODE 


AGE 
D'INOCULATION 
DU VIRUS 
ET DOSE 
2 jours, à 31°] Lap. Peau 
du ventre. 
200 


1 


7 


1! 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
2 026 
Lap. Peau 
du pa: e. 
Cols A 
du ventre. 
20 0: 


2 jours. | 
à la 
glacière. 


37%| Lap. Muscles 
de la nuque. 
ec. 


jours, 


Cob. Muscles. 


F 2€e.0c 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
+ CC: 


3 jours, 
à la 
glacière. 


3 — 


à 3%) Lap. Muscles 
de la nuque. 
3 C.C. 
Lap. Muscles 
de la nuque. 


7 ce: 


jour, 


, à 31°! Lap. Muscles 
de la nuque. 
+G-C- 
Lap. Muscles 
de la nuque. 


9 C-.C- 


jours 


Lap. Muscles 
de la nuque. 
3 C-C- 
Lap. Muscles 
de la nuque. 
J'CC- 


jours, à-37 


37| Cob. Nuque. 
2 CC: 

Cob. Nuque. 
21.6 


jour, 


jours 31 
106 


37e|Lapin. Nuque.| 


Il 


RÉSULTATS 
de 


L'INOCULATION 


——————————————————_— 


Mort de rage. 


Mort de rage. 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 
, 
Mert 
de septicémie. 


Mort de rage. 


résisté. 
résisté. 
résisté. 
résisté. 


résisté. 


résisté. 


résisté. 
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[AU] 
Lan 


QUANTITÉ MODE RÉSULTATS 


4 No 
D'OhDRE 


DATE | £7 NATURE D'ISOCULATIOS 2e 


DU VIBUS |  L'INOCULATIOS 


1 cerveau | 2 jours, à 31 ; 1 A résisté. 
de cobaye. 
Virus de rue. 


m 


4 cerveau 
de cobaye. 
Virus fixe. 


A résisté. 


s 


Mori 
de seplicémie. 


L cerveau 
de cobaye. 
Virus fixe. 


(e) 
© 
1) ©" te © 


A résisté. 


Mort 
septicémie. 


M 
[es] 


1 cerveau 
de lapin. 
Virus fixe. 


el 
© 


Q 
[=g us © © 


A résisté. 


A résisté. 


1 cerveau 
de cobaye. 
Virus fixe. 


[el 
© 


A résisté. 
À résisté. 
L cerveau 


de lapin. 
jirus fixe. 


A résisté. 


RS 
= © 
ss "ou © us CL 


A résisté. 


| : | 3 Pass 
1 cerveau 5} à : ä A résisté. 
de lapin. 3 cc. 

Virus fixe. LN is A résisté. 


Aïnsi, sur 50 animaux inoculés, 24 ont survécu; 3 sont 
morts de septicémie ; 3 ont succombé à la rage. Voici le détail 
des expériences dans lesquelles un résultat positif a été 
obtenu. 


[er] 


Oss. VIE. — Le 22 octobre, le cerveau d'un cobaye ayant succombé au viru: 
fixe est mis dans de l'eau physiologique et conservé jusqu'au surlendemain 
à l'étuve à 37%. A ce moment, la putréfaction est déjà très marquée. On passe 
successivement à travers trois mousselines et on injecte 2? cent. cubes du 
filtrat dans les muscles de la nuque d'un premier lapin et sous la peau d 
ventre d'un second. : | 

Le premier présente les premiers symptômes de rage le 10 novembre 
(17e jouri. Il est franchement paralysé le 11 et meurt le !2 au soir (1 jour). 


arr dirt 
au au 


a 
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Un lapin inoculé sous la dure-mère avec son bulbe meurt de rage paraly- 
tique le 22 novembre (9° jour). 

Le lapin inoculé sous la peau commence à présenter, le 14 novembre 
(21e jour), sous forme de tristesse el d'inappétence, les premiers symptômes 
de la rage. Le lendemain, il est paralysé et on assiste à l'évolution d'une 
rage paralytique classique à laquelle il succombe le 17 (24° jour). Un lapin 
est, pour plus de sûreté, inoculé avec le bulbe. Premiers symptômes de rage 
le 26 novembre (9% jour). Mort le 29 (12° jour). 


O8s. VII. — Le 23 novembre, le cerveau d'un lapin mort de rage des rues 
est mis dans de l’eau physiologique et conservé à la glacière jusqu'au 26. A 
celte date, l'eau salée est passée à lravers trois étoffes de mousseline et 
inoculée à la dose de 3 cent. cubes dansles muscles de la nuque d’un lapin. 
Le 8 décembre (12° jour) début d'une rage paralytique à laquelle l'animal 
succombe le lendemain soir. Le bulbe est inoculé par trépanation à deux 
lapins. Tous deux présentent le 17 (Se jour) les premiers symplômes d'une 
rage paralytique classique à laquelle ils succombent le 19 (10e jour). 


A la lecture des observations qui précèdent, une objection se 
présente naturellement à l'esprit. Ainsi que nous l'avons vu, 
dans le liquide de Locke comme dans l’eau physiologique, les 
cerveaux se putréfient rapidement. Ne peut-on pas supposer 
dès lors que la putréfaction amène une désintégration de la 
substance nerveuse à la faveur de laquelle celle-ci passerait 
dans le liquide, entraînant le virus à sa suite? Les expé- 
riences précitées prouveraient donc simplement que le virus 
traverse le papier Chardin, ce qui n’a nullement besoin d'être 
démontré. Cette interprélation — la première que nous ayons 
donnée nous-même de nos résultats: positifs — paraît détruite 
par les deux conslatations suivantes : 


1° La putréfaction du cerveau rabique est au moins aussi 
rapide dans l'huile d'olive ou l'huile d’Argan (1) que dans l’eau 
physiologique ou le sérum de Locke. Or, nous immergeons 
dans l’une ou l’autre de ces deux huiles des cerveaux de lapin 
ou de cobaye ayant succombé au virus de rue ou au virus fixe. 
Les flacons sont, de mème que dans les expériences précé- 
dentes, conservés plusieurs jours à la glacière, à la tempéra- 
ture ambiante ou à l’étuve à 37. L'huile est alors passée à tra- 
vers une mousseline et inoculée à des doses variant de 10 à 


(4) Huile extraite du fruit de l'arganier (Argania sideroxylon), arbre très 
répandu dans le Sud marocain. 
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20 cent. cubes dans les muscles de la nuque du lapin ou du 
cobaye. Aucun des animaux traités ne prend la rage; 


2 Nous supprimons la putréfaction en immergeant les cer- 
veaux dans de la glycérine dont M. Roux a, comme on sait, 
fait connaître les propriétés éminemment conservalrices à 
l'égard du virus rabique. Les flacons sont conservés plusieurs 
jours à la glacière, à la chambre noire ou à l’étuve; après 
quoi, la glycérine est passée à travers une étoffe ou un filtre de 
papier gris et injectée à la dose de 5 cent. cubes dans les 
muscles de lanuque du cobaye, à la dose de 10-12 cent. cubes dans 
les muscles de la nuque du lapin. Le tableau ci-dessous montre 
que le virus diffuse dans la glycérine (l'hypothèse d’une .cul- 
ture dans ce milieu ne saurait naturellement être envisagée) 
plus fréquemment que dans le sérum artificiel ou la solution 


de Locke. 


| QUANTITÉ MODE RÉSULTATS 
AGE 


ET NATURE D'INOCULATION de 
DU VIRUS 


3 DU VIRUS ET DOSE L'INOCULATION 
19 oct.| 1 cerveau 3 jours, Cob. Nuque. Mort 
de cobaye. | à la glacière. H'AECS le lendemain. 
Virus de rue. 
£ 3 oct.| 1 cerveau 5 jours, Lapin. Nuque. À résisté. 
de cobaye. | à la glacière. ADECAC: 
oct.| 1 cerveau | 3 jours, à 37°/Lapin. Nuque. A résisté. 


Nos 
D ORDRE 
(æœl 
> 
H 
[el 


= 


Lo 
[Ne] 
V2 


[2e] 
[o 
Co 


oct.| 1 cerveau 5 jours, Cob. Nuque. A résisté. 
de cobaye. | à la glacière. HR CAC: 
Virus fixe. 


Æ 
12 
[CE 


Virus fixe. 
de cobaye. 10kene: 
Virus de rue. Cob. Nuq.ÿc.c A résisté. 


©t 
Lo] 
rs 


 oct.| 1 cerveau 4 jours, Lapin. Nuque. A résisté. 
de cobaye. | à la glacière. 10Nc%e- 
Virus de rue. 


[=] 
[Re 
[ep] 


oct.| 1 cerveau 5 Jours, Lapin . Nuque À résisté. 
de cobaye. obscurité. 10AC°C: 
Virus fixe. 


1 | 28 oct.| 1:cerveau 5 jours, Lapin. Nuque. A résisté. 
de lapin. à la glacière. 10NCNC: 
Virus fixe. 
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QUANTITÉ 
DATE ET NATURE 


DU VIRUS 


28 oct.| 14 cerveau 


de cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


8 Cerveaux . 


de cobaye. 


Virus de rue. 


’ 


, cerveaux 
de lapin; 
3 cerveaux 
de cobaye: 

Virus de rue 


1 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de 
cobaye. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de cob. 


Virus de rue. 


8 cerveaux 
de lapin 
ou de cob. 


Virus de rue. 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


AGE 


DU VIRLS 


SOUS 
obscurité. 


2 à 8 jours, 
obseurité. 


6 à 12 jours, 
obscurité. 


2 à à jours, 


obscurité. 


3 à 6 jours, 
obscurité. 


4 à 7 jours, 
obscurité. 


1 à 9 jours, 
obscurité. 


1 à 2 jours, 
à 310 


2 à 3 jours, 
à 310 


3 à 4 jours, 
à 310 


6 jours, 
obscurité. 


MODE 


D'INOCULATION 


ET DOSE 


Cob. Nuque. 
DICAC: 


Lapin. Nuque. 


11e 


Lapin. Nuque. 


A0 c«c;- 


Lapin. Nuque. 


AOC: 


Lapin. Nuque. 


12/C:C: 


Lapin. Nuque. 


81C-C- 


Lapin. Nuque. 
10"c*c. 


Lapin. Nuque. 


4101C-C: 


Lapin. Nuque. 


107C:C. 


Lapin. Nuque. 


10NC:C: 


Lapin. Nuque. 


12 "C6: 


RÉSULTATS 
de 


L'INOCULATION 


. Mort 
le jour même. 


Mort de rage. 


Mort 
le jour même. 


Mort de rage. 


Mort 


le lendemain. 


résisté. 


résisté. 


résisté. 


résisté. 


résisté. 
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A EL LC LE EP ED RP LA 


Nos 
D'ORDRE 


20 


21 


22 


23 


28 


QUANTITÉ 


DATE | ‘gr NATURE 


23 déc. 
24 déc. 
25 déc. 
26 déc. 


29 déc. 


dieu 
27 janv. 
27 janv. 
27 janv. 

3 fév. 


3 fév. 


DU VIRUS 


2 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


6 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


6 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


4 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


Plusieurs 
cerveaux 
de lapin 


et de cobaye. 


Virus fixe et 


virus de rue. 


7 cerveaux 
de cobaye 


Virus de rue. 


1 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


1 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


5 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


5 cerveaux 
de cobaye. 


Virus de rue. 


AGE 


DU VIRUS 


1 jours, 


obscurité. 


6 à 8 jours, 
obscurité. 


3 à 6 jours. 
obscurité. 


9 jours, 
obscurité. 


Plus 


d'une semaine. 


5 à 8 Jours, 
obscurité. 


5 à 8 jours, 
obscurité. 


5 à 8 jours, 
obscurité. 


5 à 8 jours, 


obscurilé. 


5 à 8 jours, 
obscurité. 


5 à 8 jours, 
obscurité. 


MODE 


D'INOCULATION 


ET DOSE 


Lapin. Nuque. 


HANCEE 


Lapin. 
1PACAC: 


Lapin. 
102 c:c- 


Lapin. 
40 c.c. 


Lapin. 
10We:c: 


Lapin. 
10Nc°c- 


Lapin. 
TORCAG: 


Cob. Nuque. 
DC. C: 


Cob. Nuque. 
buC.C: 


Lapin. Nuque. 


10: C:c: 


Cob. Nuque. 
D C.cC. 


Nuque. 


Nuque. 


Nuque. 


Nuque. 


Nuque. 


Nuque. 


RÉSULTATS 


de 


L'HDCOPATION 


A résisté. 


Mort de rage. 


Mort de rage. 


A résisté. 


Mort de rage. 


Mort 


le lendemain. 


Mort de rage. 


À résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


A résisté. 


Ainsi, sur 30 animaux inoculés, 19 sont demeurés bien por- 
tants, 5 sont morts le jour même ou le lendemain de l’inocu- 
lation, la glycérine étant, aux doses injectées, parfois mal sup- 
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portée par le lapin ou par le cobaye. Enfin, 6 ont succombé à la 
rage. Voici leurs observations : 


Oss. VIIL. — Du % au 10 novembre, 8 cerveaux de cobaye morts du virus 
des rues ont élé mis dans un flacon de glycérine neutre à 30° Baumé et 
conservés à l'obscurité, à la température ambiante. Le 12, après 2 à 8 jours 
par conséquent, la glycérine est passée successivement à travers trois mous- 
selines et inoculée à la dose de 10 cent. cubes dans les muscles de la nuque 
d'un lapin. Le 1er décembre (19° jour), l'animal présente une paralysie des 
muscles de la nuque. La tête tombante vient toucher le sol de la cage. Le 
lendemain, la paralysie paraît avoir gagné les muscles des gouttières verté- 
brales. L'animal est replié sur lui-même, la tête venant au contact du train 
postérieur. Amaigrissement. Dyspnée. Le soir, il s'étend sur le côté et com- 
mence d’agoniser comme un lapin rabique. Mort le 3 décembre (21° jour). Le 
bulbe est inoculé par trépanation à un lapin qui succombe le 12 décembre 
(9e jour) à la rage paralytique. L'allure de celle-ci ayant éveillé quelques 
sounçons, il est procédé à un 2° passage (mort au 8° jour), puis à un troi- 
sième (mort au 12° jour d’une rage tout à fait caractéristique). 


Os. IX. — Du 12 au 15 novembre, 4 cerveaux de lapin et 3 cerveaux de 
cobaye (virus de rue) sont mis en glycérine et conservés à la chambre noire. 
Le 17 — après 2 à 5 jours par conséquent — la glycérine est passée succes- 
sivement à travers trois mousselines et inoculée à la dose de 10 cent. cubes 
dans les muscles de la nuque d'un lapin. Le 9 décembre (22e jour) tristesse, 
amaigrissement, inappéltence, commencement de paralysie. Le lendemain, la 
paralysie est complète. Pour les besoins d’une expérience, l'animal est sacrifié 
un peu avant la mort. Le bulbe est inoculé dans le cerveau de deux cobayes. 
L'un et l’autre commencent à présenter le 15 décembre (5° jour) des signes 
d’agitation. Ils succombent le lendemain à une rage furieuse extrêmement 
violente et tout à fait caractéristique. 


Oes. X. — Du 16 au 18 décembre, 6 cerveaux de cobaye morts du virus des 
rues ont été mis en glycérine et conservés à l'obscurité. Le 24 décembre 
(après 6-8 jours), on passe la glycérine à travers trois mousselines et on 
l’inocule à la dose de 12 cent. cubes dans les muscles de la nuque d’un lapin. 
Le 4 janvier (11e jour) celui-ci présente un commencement de paralysie du 
train postérieur. La maladie s’accentue le lendemain. Le soir, l'animal est 
déjà couché sur le côté. Mort le 6 janvier (13° jour). Le bulbe est inoculé par 
trépanation à un autre lapin qui présente, le 14 janvier (8e jour), les sym- 
_ptômes d’une rage très caractéristique à laquelle il succombe le 17 {11e jour). 


Os. XI. — Du 19 au 22 décembre, 6 cerveaux de cobaye morts de rage des 
rues sont mis en glycérine et conservés à l'obscurité, à la température 
ambiante. Le 25 décembre, après 3 à 6 jours, on passe cette glycérine à tra- 
vers un papier buvard gris et on l’inocule à la dose de 10 cent. cubes dans 
les muscles de la nuque d’un lapin. Celui-ci présente, le 9 janvier (15e jour), 
une paralysie très marquée des muscles de la nuque. La tête n'étant plus 
soutenue vient toucher le sol de la cage. Le lendemain, la paralysie s'est 
généralisée et l'existence de la rage ne fait aucun doute. Mort dans la journée 
du 11 (17e jour). Un lapin est inoculé sous la dure-mère avec le bulbe. Il est 
pris le 18 et succombe le 19 (8e jour) à üne rage très caractéristique. 
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Oss. XII. — Plusieurs cerveaux (5 ou 6) de lapins et de cobayes rabiques 
(virus fixe et virus de rue) sont immergés dans une première glycérine. Après 
2-3 jours, celle-ci est rejetée et remplacée'par une autre. Dans cette nouvelle 
glycérine, les cerveaux sont conservés une semaine; après quoi, on passe à 
travers trois mousselines et on inocule à raison de 10 cent. cubes dans les 
muscles de la nuque d’un lapin (29 décembre) Le 10 janvier (12° jour), l'animal 
présente une paralysie très marquée et très caractéristique des muscles de 
la nuque. Le lendemain, les symptômes de la rage paralytique sont au com- 
plet. Mort le 12 au matin (14° jour). Le bulbe est inoculé à un lapin qui, pris 
le 19 janvier (7e jour), succombe 3 jours plus tard à une rage tout à fait 
caractéristique. 


Oss. XIII. — Du 19 au 22 janvier, 7 cerveaux de cobaye ayant succombé 
au virus de rue sont mis en glycérine et conservés à l'obscurité. Le 27, après 
5-8 jours par conséquent, cette glycérine est passée à travers un filtre de 
papier gris et inoculée à la dose de 10 cent. cubes dans les muscles de !a 
nuque d’un lapin, à la dose de 5 cent. cubes dans les muscles de la nuque 
de deux cobayes. Le 6 février (10° jour), le lapin commence à présenter de 
la paralysie des muscles de la nuque. Celle-ci est très marquée le lendemain: 
La tête n'étant plus soutenue vient toucher le sol de la cage. Le 8 février, la 
paralysie s’est généralisée aux quatre membres. Le lapin ne tarde pas à se 
coucher sur le côté et à entrer en agonie. Mort dans la soirée (12° jour). Le 
bulbe est inoculé par trépanation à un autre lapin qui, pris le 8° jour, suc- 
combe lé surlendemain à une rage paralytique très caractéristique. Les deux 
cobayes sont demeurés en bonne santé. 


En possession de ces résultats, nous nous sommes demandé 
si, grâce à cette diffusion du virus dans la glycérine, il ne 
serait pas possible de faire passer celui-ci d’un cerveau rabique 
à un cerveau sain. Dans ces conditions, à l’abri de la putréfac- 
tion, ce passage se réalise parfois très facilement, comme le 
prouvent les expériences qui suivent. 

Nous devons noter cependant que la réussite de l'expérience 
n'est pas fatale et que nous n'avons pu encore déterminer tous 
les facteurs du succès. Nous avons obtenu un résultat positif 
dans le tiers des cas environ. ’ 


O8s. XIV. — Du 8 au 12 février, on immerge dans un flacon pot-ban renfer- 
mant de la glycérine neutre deux cerveaux de lapin et trois cerveaux de 
cobaye, ces divers animaux étant morts de rage à virus de rue. Le 13, on 
enlève le cerveau et la moelle cervicale d’un lapin neuf et, au moyen d'un fil 
stérilisé, on les suspend dans la même glycérine au milieu des cerveaux 
rabiques. Le flacon est conservé dans la chambre de dessiccation des moelles 
(obscurité, température 12 à 150); puis, les 18, 19, 21, 23, 25, 27 février, 
c'est-à-dire après 5, 6, 8, 10, 12, 14 jours de contact entre le cerveau rabi- 
que et le cerveau sain, on prélève de celui-ci une partie superficielle 
(18-19 février) peu ou moyennement profonde (21, 23, 25 février), centrale 
(27 février); on émulsionne dans un peu d'eau physiologique et on inocule 
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sous la dure-mère d’unlapin. Le 27 février, la glycérine elle-même est passée 
à travers un papier gris et inoculée à la dose de 5 cent. cubes dans les 
muscles de la nuque d’un jeune lapin, à la dose de 10 cent. cubes dans les 
muscles de la nuque d'un lapin adulte. Les résultats obtenus ont été les sui- 
vants : 

i° Lapin inoculé le 18. Début de rage le 28 (10° jour). Mort le 2 mars 
(12e jour). 

20 Lapin inoculé 
(14e jour). 

30 Lapin inoculé 
(142 jour). 

49 Lapin inoculé 
‘13e jour). 

5o Lapin inoculé 
(13° jour). 

Le lapin inoculé le 27 avec la partie centrale du cerveau et les deux animaux 
inoculés le même jour avec la glycérine n’ont présenté aucun symptôme 
morbide. 


— 


e 19. Début de rage le 3 mars (12€ jour). Mort le 5 


es 


e 21. Début de rage le 4 mars (11° jour). Mort le 7 


e 23. Début de rage le 6 mars (11° jour). Mort le 8 


— 


e 25. Début de rage le 8 mars (11e jour). Mort le 10 


Li 


Os. XV. — Le 6 avril 1917, on immerge, dans la glycérine d’un petit flacon 
pot-ban, deux cerveaux et deux moelles de lapin ayant succombé au virus de 
rue. Le lendemain, on suspend dans le même flacon un cerveau de lapin neuf 
et le tout est laissé à la température et à la lumière du laboratoire. Les 41, 
43, 15, 17, 19, 22 avril, soit après 5, 7, 9, 10, 11, 14 jours, on prélève de ce 
cerveau des parties superficielles (M, 13, 45, 17 avril), moyennement pro- 
fondes (19 avril), centrales (22 avril); on les émulsionne dans de l'eau stéri- 
lisée et on les inocule sous la dure-mère du lapin ou du cobaye. Les résultats 
obtenus ont été les suivants : | 

Les animaux inoculés les 11 et 13 avril n'ont présenté aucun symptôme 
morbide. 

Le 15 avril (8 jours de contact), un lapin et un cobaye sont inoculés avec 
une partie superficielle du cerveau du lapin neuf. Le cobaye n'a présenté 
aucun symptôme morbide. Le lapin est demeuré parfaitement bien portant 
jusqu'au 2% mai (39e jour). À cette date, il attire l'attention le matin par de 
l'inappétence et une légère dyspnée. Comme nous voulons le prendre à la 
main, ce simple contact déclenche une crise de convulsions vraiment 
extraordinaire. L'animal recourbé en opistothonos se détend brusquement à 
la façon d'un ressort et avec une violence telle qu'il est projeté hors de la 
cage. Il se tend à nouveau et se détend plusieurs fois de suile, faisant des 
bonds de plus de 50 centimètres de hauteur. Finalement, épuisé, il retombe 
sur le côlé, en proie à une vive dyspnée. Après quelques minutes, celle-ci 
s’atténue: l'animal se remet d'aplomb et — à une légère accélération de la 
respiration près — reprend tontes les apparences de la santé; mais chaque 
fois qu'on vient à le toucher, les crises se reproduisent. Le lendemain, 
25 avril (30° jour), l'état paraît de tous points semblable. L'animal se tient 
tranquillement dans un coin de sa cage. Le fait de le prendre par les oreilles 
provoque, comme Ja veille, une crise de convulsions folle au cours de 
laquelle il se tend et se détend, bondit et rebondit, se remettant ensuite 
d'aplomb comme si de rien n'était. Inappétence et dyspnée légère dans 
l'intervalle des crises. Le soir, on le trouve couché en opistothonos, le regard 
anxieux. On ne provoque plus qu'une ébauche de convulsions si on le prend 
à la main. Le 26 mai au matin (31° jour), on le retrouve à peu près dans le 
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même état. En le touchant, on ñe provoque plus de crises convulsives, mais 
une explosion de cris déchirants. Le soir, la respiration paraîl vouloir 
s'éteindre. L'animal est sacrifié et on procède à l’autopsie qui, si l'on en 
exceple une vive congestion des méninges, ne montre absolument aucune 
lésion. Un lapin est inoculé sous la dure-mère avec le bulbe. Le 4 juin, au 
9% jour, il présente les premiers symptômes d'une rage paralytique qui, 
typique le lendemain, évolue d’une façon absolument classique et amène là 
mort le 7 juin, au 12e jour. 

Le 17 avril (10 jours de contact), un lapin et un cobaye sont inoculés de 
même avec une partie, superficielle encore, du cerveau du lapin neuf. Le 
30 avril (13° jour), le lapin présente les premiers symptômes d'une rage para- 
lytique qui évolue de façon classique. Mort le # mai (17% jour). Dès le 
271 avril (10° jour), le cobaye avait présenté une paralysie du train postérieur, 
qui s'était accentuée le lendemain, s'était étendue aux membres antérieurs 
et avait entraîné la mort le 29 avril, au 12 jour. Deux passages avaient, pour 
plus de sûreté, élé pratiqués, et un lapin et un cobaye avaient succombé à 
une rage caractéristique dans les délais habituels. 

Le 19 avril, après 12 jours de contact par conséquent, un lapin est trépané 
avec la partie moyenne du cerveau neuf. Le 1er mai (12e jour), début d’une 
rage paralytique, qui évolue classiquement et amène la mort le surlende- 
main, au 14e jour. 

Un lapin et un cobaye, trépanés le 22 avril, avec une partie — profonde 
celte fois — du même cerveau, sont demeurés vivants et bien portants. 


Il résulte de l'expérience précédente que l'obscurité n’est 
nullement indispensable au passage du virus d'un cerveau 
rabique à un cerveau sain. La suivante est de nalure à mon- 
trer que la diffusion s'effectue aussi bien autour du cerveau de 
chien qu’autour des cerveaux de lapin ou de cobaye. 


Oss. XVI. — Le 7 février 1917, le cerveau d'un chien mort d'une rage 
furieuse typique est débité en tranches et immergé dans un flacon de glycé- 
rine. Le lendemain, on suspend dans le même flacon le cerveau d’un lapin 
neuf. Le tout est conservé à l'obscurité dans la chambre de dessiccation 
des moelles (18-150). Le 10 février — après 2 jours de contact par consé- 
quent — le cerveau du lapin est retiré du flacon et lavé dans l’eau physio- 
logique. Une partie superficielle est prélevée, émulsionnée et inoculée sous 
la dure-mère d'un lapin, après quoi le cerveau est remis en glycérine au 
contact du cerveau rabique. Même expérience les 12 et 14 février (4 et 6 jours 
de contact), avec des parties du cerveau de lapin graduellement plus pro- 
fondes. Le 14 février, la glycérine elle-même est passée à travers un papier 
gris et inoculée, à la dose de 10 cent. cubes, dans les muscles de la nuque 
d'un lapin, à la dose de 5 cent. cubes dans les muscles de la nuque d’un 
cobaye. 

Le lapin trépané le 10 février avec une partie superficielle du cerveau a 
présenté le 7 mars (25° jour) de la tristesse, de l'inappétence et un commen- 
cement de paralysie. Celle-ci était complète le lendemain matin. La mort 
s’est produite le soir. Un lapin inoculé avec son bulbe a succombé le 20 mars 
(42° jour) à une rage paralytique classique. Un 2° passage, effectué pour 
plus de sûreté, a amené, le 1er avril (12e jour également), la mort au milieu 
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de symptômes qui, comme les précédents du reste, ne Jaissaient aucun 
doute sur la nature de la maladie ayant causé le décès. 

Les lapins inoculés les 12 el 14 février avec des parties moyennement pro- 
fonde ou centrale du cerveau n'ont présenté aucun symptôme morbide. 

Le lapin et le cobaye inoculés ce même 14 février avec la glycérine ont 
présenté le premier le 20 mars (34° jour), le second le 8 mars (22e jour), les 
premiers symptômes d'une rage soit paralytique (lapin), soit mi-paralytique, 
mi-furieuse (cobaye), tout à fait caractéristiques, à laquelle ils n'ont pas tardé 
à succomber. Le diagnostic de rage a été, chaque fois, confirmé par les 
passages. 


Le passage du virus rabique dans le cerveau du lapin étant 
bien établi, nous nous sommes demandé si, résultant non 
d’une culture, mais d'une diffusion, un passage analogue ne 
pourrait pas s’observer dans le cerveau d’un animal réfractaire 
à La rage, tel que la poule ou la tortue. Les expériences sui- 
vantes répondent à cette question. 


Os. XVII. — Du 16 au 22 mars, quatre cerveaux de lapin (2 virus fixes 
el 2 virus de rue) sont immergés dans la glycérine d'un petit flacon pot-ban. 
Le 22, on suspend dans celte même glycérine l’encéphale d'une poule el 
celui d'une tortue neuves. Le 26 et le 29, quatre et sept jours après le début 
du contact, ces deux cerveaux sont lavés à l'eau physiologique, et il est pré- 
levé de chacun d'eux un fragment, superficiel la première fois, plus profond 
la seconde, qui est inoculé sous la dure-mère du lapin. Les résultats obtenus 
ont élé les suivants : 

Cerveau de poule. — Le 26 mars (4e jour du contact), deux lapins ont été 
inoculés sous la dure-mère. L'un et l'autre ont présenté, le 4 avril (9° jour), 

.les symptômes d'une rage paralytique typique, qui a évolué normalement et 
a entrainé la mort le 6 avril, au 11° jour. 

Le 29 mars (7° jour du contact), un seul lapin est inoculé sous la dure-mère. 
Début d'une rage paralytique classique le 9 avril, au 11e jour. Mort le 11 avril, 
au 13°. Le bulbe est inoculé sous la dure-mère d'un autre lapin. Début de la 
rage paralytique le 20 avril, au 9° jour. Mort le 24, au 15°. 

Cerveau de tortue. — Le 26 mars (4° jour du contact), un lapin est inoculé 
avec une émulsion d'une partie superficielle du cerveau, soigneusement 
lavée au préalable. L'animal se porte bien pendant 31 jours. Le 27 avril au 
malin, il est trouvé couché sur le côté, dyspnéique et complètement paralysé. 
Il meurt le lendemain. Son bulbe est inoculé sous la dure-mère d'un cobaye 
qui succombe le 8 jour à une rage très caractéristique. 

Le 29 mars (7° jour du contact), deux lapins ont été inoculés semblable- 
ment avec une partie plus profonde du même cerveau de tortue. Ils n'ont 
présenté aucun symptôme morbide. 


Os. XVIII. — Du 25 au 30 avril 1917, 8 cerveaux de cobaye ayant succombé 
au virus de rue sont immergés dans la glycérine d'un pelit flacon pot-ban- 
Le 30, on suspend au milieu d'eux l'encéphale d’une poule neuve. Le 7 mai 
— 1 jours plus tard — une partie superficielle de ce cerveau est prélevée 
aseptiquement, lavée à l’eau physiologique, émulsionnée et inoculée sous la 
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dure-mère d'un lapin. Le 18 mai (11° jour), l'animal présente les premiers 
symptômes d'une rage paralytique à laquelle il succombe le 21 (14 jour). 

Le 10 et le 15 mai, des lapins ont été inoculés semblablement avec des 
parties plus profondes de ce même cerveau de poule. Ils sont demeurés 
vivants et bien portants. 


Le passage du virus rabique d’un cerveau malade à un cer- 
veau sain n'est donc pas une culture, mais une simple diffusion. 
Il s'effectue dans le cerveau d'un animal réfractaire à la rage 
aussi bien que dans celui d’un animal réceplif. Il était dès lors 
indiqué de rechercher si ce mème passage n’était pas suscep- 
tible de s'effectuer dans un lissu autre que le tissu nerveux, le 
foie, la rate, le rein, par exemple. De fait, il a pu être mis en 
évidence dans les expériences suivantes : 


Os. XIX. — Trois cerveaux de lapins, morts du virus fixe, sont immer- 
gés le 10 mars dans la glycérine d'un petit flacon pot-ban et conservés 
à l'obscurité et à la température ambiante. Le 12 mars, on immerge à leur 
contact dans la même glycérine le rein d'un cobaye neuf. Le 19, c’est-à dire 
1 jours après le début du contact, le rein est prélevé et lavé à l'eau physio- 
logique. Une partie de sa substance corticale est émulsionnée et inoculée 
sous la dure-mère d’un jeune lapin. Le 28 mars (9e jour) cet animal pré- 
sente les premiers symptômes d'une rage paralytique à laquelle il succombe 
le lendemain. Son bulbe est inoculé sous la dure-mère d'un lapin adulte 
qui, déjà suspect le 4 avril au 6e jour (tristesse, inappétence), présente le 
lendemain les signes d’une rage paralytique tout à fait typique qui amène la 
mort du 7 au 9 jour. 


Os. XX. — Du 2 au 6 avril, rois cerveaux de lapins et trois cerveaux de 
cobaves morts du virus de rue sont immergés dans la glycérine d'un petit 
flacon pot-ban. Le lendemain, on immerge à leur contact un des lobes du 
foie d'un lapin neuf et le tout est conservé à l'obscurité et à la température 
de la chambre. Les 12, 14, 16 avril, c'est-à-dire après 5,7, 9 jours de contact, 
une petite portion de ce foie est prélevée, émulsionnée et inoculée chaque 
fois sous la dure-mère d’un lapin. Les animaux sont demeurés vivants et 
bien portants. Le 19 avril (12 jours de contact) un dernier lapin est inoculé 
avec le même foie, soignersement rincé au préalable dans l’eau physiolo- 
gique. Le 10 mai au matin (21e jour), l'animal paraît très suspect. Il est triste, 
ne mange pas et a de l'incertitude de la démarche. Le lendemain, la rage 
paralytique est typique. Mort le 12 (23e jour). Un lapin et un cobaye sont 
-inoculés avec son bulbe. Ils succombent à la rage respectivement au 
14e jour (lapin) et au 12e (cobaye). 
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DIFFUSIBILITÉ DU VIRUS RABIQUE DANS L'ORGANISME 


Le virus rabique est donc susceptible de diffuser dans l'eau 
ou la glycérine qui baignent un cerveau de chien mort du 
virus de rue ou un cerveau de lapin ayant succombé au virus 
fixe. Conséculivement, il est susceptible d'imprégner un 
cerveau neuf, un rein ou un foie immergés dans le même 
liquide. Un phénomène analogue de diffusion peut-il se pro- 
duire dans l'organisme? On conçoit l'importance de cette 
question. Un grand nombre d'auteurs ont signalé tour à tour 
la présence du virus rabique dans le liquide céphalo-rachi- 
dien, les milieux de l'œil, les capsules surrénales, le pan- 
créas, etc. La plupart de ces recherches ont été entreprises un 
temps plus ou moins long après la mort. Elles perdent toute 
signification si le virus peut se diffuser dans l'organisme en 
partant du système nerveux central ou périphérique. Nous 
avons pensé résoudre ce problème en essayant de déterminer : 


1° Si le virus rabique est susceptible de se rencontrer tardi- 
vement, lorsque commence la putréfaction, dans un organe où 
on ne le trouve ni pendant la vie, ni pendant les premières 
heures qui suivent la mort; 

, 
2° Si, étant donné un organe où la présence du virus 
rabique est inconstante, la fréquence de sa constatation diffère 
suivant que le prélèvement de l'organe est effectué avant ou 
après la mort de l'animal. 

a) Le virus rabique ne se rencontre ni dans l'ovaire, ni dans 
le testicule ou le contenu des vésicules séminales du cobaye 
rabique. Nous nous en sommes assuré personnellement. Le 
liquide des vésicules séminales de quinze cobayes rabiques, les 
testicules de six autres, les ovaires de six autres encore ont 
été émulsionnés finement dans de l’eau physiologique; les 
émulsions ont été inoculées sous la dure-mère du lapin ou du 
cobaye; le surplus, s'élevant parfois jusqu'à 10 et 15 centi- 
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mètres cubes, était injecté dans les muscles de la nuque du 
même sujet. Aucun des animaux inoculés (21 lapins, 27 cobayes) 
n'a contracté la rage. Une deuxième série de recherches à été 
effectuée dans des conditions analogues, à cette” différence 
près que les cadavres des animaux morts de rage étaient 
maintenus de 2% à 48 heures à la température de laboratoire 
avant qu'il fût procédé à l’ablation et à l’inoculalion des vési- 
cules, des testicules et des ovaires. Les émulsions étaient, par 
crainte de méningite seplique, exclusivement injectées dans 
les muscles de la nuque; mais, pour contre-balancer la sévérité 
moins grande de ce mode d'inoculation, il était injecté chaque 
fois, du produit supposé virulent, une quantité double de celle 
inoculée dans la série précédente. L'injection comprenait ainsi 
deux testicules (au lieu d’un seul); quatre ovaires (au lieu de 
deux) et le contenu des vésicules de deux cobayes (au lieu d'un 
seul). Aucun des animaux inoculés (12 lapins, 24 cobayes) n'a 
contracté la rage. Le virus rabique n'envahit donc pas post 
murlem le testicule et l'ovaire du cobaye. Il est cependant 
inexact de dire que, pendant les dernières heures de la vie, le 
virus ne se trouve pas dans ces organes. Il existe vraisembla- 
blement — comme dans tout le système nerveux périphé- 
rique — dans les filets nerveux qui les innervent, mais il 
s'y trouve en quantité trop faible pour pouvoir être mis en 
évidence au moyen des inoculalions même les plus sensibles 
et, pas plus pendant la période agonique que pendant les 
48 heures qui suivent la mort, il ne diffuse de filets nerveux 
dans les parenchymes glandulaires en quantité suffisante 
pour pouvoir être déeelé. 

b) Nos recherches ont porté tout d'abord sur la rate. Douze 
cobayes rabiques sont sacrifiés quelques heures avant la 
mort et leur rate entière, émulsionnée dans de l’eau physio- 
logique, est injectée à la ‘dose maxima compatible avec ce 
mode d’inoculalion (1/4 à 1/2 centimètre cube) sous la dure- 
mère d’un cobaye, ce pendant que le surplus de lémulsion est 
inoculé en totalité dans les muscles de la nuque du même 
sujet. Trois cobayes ont pris la rage; 9 ont résisté. Douze 
autres cobayes ont été inoculés semblablement avec des rates 
prélevées de 1 à 12 heures après la mort naturelle de l'animal. 
Les résultats obtenus ont été identiques. Trois fois sur douze 
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les animaux ont pris la rage. Dans une troisième série d'expé- 
riences, 12 cobayes ayant succombé à la rage des rues sont 
laissés de 24 à 48 heures à la température du laboratoire. A ce 
moment seulement, la rate est prélevée, émulsionnée et 
inoculée dans les muscles de la nuque. Un seul animal a 
contracté la rage. La proportion plus considérable des résultats 
négatifs étant certainement due à la sévérité moins grande du 
mode d’inoculation, nous avons, dans une quatrième série de 
recherches, inoculé dans les muscles de la nuque d'un même 
cobaye, deux et trois rates rabiques. Simultanément, le laps 
de temps pendant lequel les cadavres étaient abandonnés 
avant d'être ouverts était porté à 2 et à 3.jours. Sur six cobayes 
inoculés un seul à pris la rage. Il semblerait donc de prime 
abord qu'au lieu de favoriser la diffusion du virus rabique, un 
commencement de putréfaction rendit sa constatation moins 
fréquente. Il n’y a là, croyons-nous, qu'une simple apparence 
due à la sévérité moindre et insuffisamment compensée de 
l'inoculation intramusculaire. Nous nous sommes, dans une 
dernière série de recherches qui a porté sur les capsules sur- 
rénales, soigneusement tenu à l'abri de cette cause d'erreur. 
Les capsules surrénales de seize cobayes rabiques prématuré- 
ment sacrifiés ont été broyées, émulsionnées et inoculées dans 
les muscles de la nuque de 16 cobayes. 7 (44 p. 100) ont pris 
la rage; 9 ont survécu. Seize autres cobayes ont été inoculés 
semblablement avec les capsules de 16 cobayes morts de rage, 
puis conservés de 24 à 48 heures à la tempéralure du labo- 
ratoire avant d’être autopsiés. 11 (68 p. 100) ont pris la rage, 
5 ont survécu. Il semble donc que la diffusion du virus rabique 
soit possible dans l'organisme, mais qu'elle soit exceptionnelle. 
Elle paraît moins rréquente que celle qui s'effectue 2x vtro 
dans l’eau physiologique, le sérum de Locke ou la glycérine. 
Peut-être un liquide se prète-t-il mieux qu'un organe solide 
à une « diffusion », assez voisine en somme d'une simple 
« dissolution ». Peut-être aussi la boîte cranienne et le canal 
rachidien forment-ils obstacle à cette diffusion et les nerfs 
périphériques renferment-ils trop peu de virus pour que son 
passage dans les parenchynies puisse être décelé par lexpéri- 
mentalion. Toujours est-il que les expériences entreprises sur 
la présence du virus dans tel ou tel organe sans tenir compte 
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de la possibilité de-la diffusion post mortem paraissent gre- 
vées d’une cause d'erreur bien peu importante et négligeable 
pratiquement. 


Cette propriété de diffuser 2x vi/ro dans certains liquides ou 
certains organes est-elle susceptible d'apporter quelque éclair- 
cissement à la question loujours controversée de la nature 
intime du virus rabique? L'absence de corpuscules de Negri 
dans les cerveaux sains devenus rabigènes au contact de 
cerveaux rabiques et naturellement aussi dans le foie, le rein, 
la glycérine, l'eau physiologique où le virus a diffusé, n'est 
nullement en faveur du rôle pathogène de ces corpuscules. 
Elle constitue au contraire un argument très important em 
faveur de l'opinion qui voit dans ces éléments un simple pro- 
cessus de défense contre l'organisme ultra-microscopique de 
la rage ou contre sa toxine. D'autre part, la glycérine jouit à 
l'égard d’un certain nombre de microbes, à l'égard des bacilles 
du charbon, de la tuberculose et de la morve en particulier, 
d'un pouvoir conservateur analogue à celui qu’elle possède 
vis-à-vis du virus rabique. Cependant, si on immerge dans de 
la glycérine des rates charbonneuses, tuberculeuses, mor- 
veuses, l'agent pathogène ne diffuse pas dans le liquide qui 
peut, sans danger, êlre inoculé à un animal réceptif. À plus 
forte raison ne passe-t-il pas dans une rate neuve immergée 
dans cette glycérine. Nous avons vu qu'il en allait tout autre- 
ment avec le virus rabique. N'y a-t-il pas là quelque chose de 
spécial qui rapproche le virus de la rage des substances chi- 
miques susceptibles, elles aussi, de diffuser dans les liquides? 

Si le virus rabique se rapproche des microbes visibles par 
la propriété capitale de reproduire la maladie en série, il 
s'écarte d'eux et se rapproche au contraire des substances 
chimiques par son pouvoir de traverser Les bougies filtrantes. 
Cependant, une substance chimique en solution dans un liquide 
traverse les bougies quel que soit le degré de leur resserre- 
ment, tandis que le virus rabiqué ne traverse que des bougies 
d'une porosité déterminée. Si l’on emploie des bougies moins 


A 


4 
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perméables, les animaux succombent avec tous les symptômes 
de la rage, mais sans que la maladie puisse être reproduite en 
série. Avec des bougies plus serrées encore, les animaux 
demeurent bien portants ou bien on observe des symptômes 
(amaigrissement, cachexie) n'ayant avec la rage que des 
rapports très éloignés et tels que sont susceptibles d'en provo- 
quer (A. Marie) des filtrats de substance nerveuse normale. 
Le virus rabique se comporte donc à l'égard de la filtration 
d'une façon différente à la fois des micro-organismes et des 
substances chimiques. Une différence analogue s'’observe dans 
la facon dont il se comporte à l'égard de la centrifugation. 
Alors qu'une substance chimique en solution dans un liquide 
n'est pas influencée par la force centrifuge, il se laisse influen- 
cer par elle, mais seulement dans des proportions minimes. Il 
abandonne les couches superficielles du liquide, mais il ne les 
abandonne que très lentement, beaucoup plus lentement que 
ne le ferait dans une culture en bouillon ou dans une émulsion 
le plus fin des microbes visibles. 


Le virus rabique possède en somme un ensemble de pro- 
priétés dont la réunion tient du paradoxe. A la fois filtrable, 
diffusible et capable de se reproduire, il semble qu'on doive le 
considérer comme un intermédiaire entre les microbes visibles 
qui se trouvent à la limite inférieure du règne végétal et les 
diastases, c'est-à-dire des substances colloïdales qu'il n’est 
peut-être pas interdit de placer à la limite supérieure des corps 
inorganiques. Sans doute y a-t-il là une nouvelle application 
du vieil adage que la nature ne fait pas de sauts. On serait 
mème tenté d'émettre l'hypothèse que le fait de forcer le virus 
rabique à passer à travers une bougie très serrée, à être en 
quelque sorte laminé entre ses mailles, suffit à produire dans 
sa constitution une modification telle que, sans lui enlever ses 
autres propriétés, elle lui fait perdre celle de reproduire la 
maladie, transformant en colloïde le fin organisme ultra-micro- 
scopique qu'est le microbe de la rage et réalisant en quelque 
sorte le passage entre deux règnes. La toxine rabique n'aurait 
pas ainsi une existence propre, indépendante de celle du 
microbe, comme c'est le cas dans la diphtérie ou le tétanos. 
Elle ferait si intimement partie de sa constitution qu’elle en 
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serait une sorte d'état allotropique dont certaines forces phy- 
siques pourraient amener la production. Quoi qu'il en soit de 
celle dernière hypothèse, un peu aventureuse, nous ferons 
remarquer que notre conception du virus rabique — forme de 
transition entre les microbes visibles et les colloïdes, diastases 
ou- toxines — se rapproche dans une certaine mesure du conta- 
qium vioum fluidum invoqué par Beijerinck dans la genèse de 
la maladie du tabac connue sous le nom de « mosaique ». Elle 
en diffère cependant, Ur contage liquide vivant devrait passer 
à travers les bougies quel que fût leur degré de porosité et ne 
devrait pas être influencé par la centrifugation. Or, ainsi que 
nous l’avons vu, ces deux conditions ne sont pas remplies par 
le virus de la rage. Nous ajouterons enfin que ce que nous 
venons de dire du virus rabique s'applique vraisemblablement 
à d'autres micro-organismes dits invisibles ou ultra-microsco- 
piques, à d'autres « virus filtrants ». S'il était démoutré que 
ceux-ci peuvent également diffuser #7 vitro dans les liquides et 
les organes, on pourrait les considérer eux aussi comme ména- 
_geant le passage entre Les bactéries et les diaslases. 


Nous demandons la permission de faire remarquer, en ter- 
minant, que nous ne nous dissimulons nullement ce que cer- 
taines des idées qui précèdent peuvent avoir de hasardé. Aussi 
ne les avancçons-nous qu'à litre d’hypothèses. M. le D' Roux, 
qui nous à fait le grand honneur de s'intéresser à nos expé- 
riences, nous a fait observer avec raison qu'elles étaient jus- 
ticiablès d’une interprétation fort différente de la nôtre : l’en- 
trainement dans les liquides d’un organisme très fin venant 
se coller sur les corps suspendus dans le milieu. La glycérine, 
avide d’eau, provoque l’exsudalion des liquides aqueux con- 
tenus dans le cerveau. Dans ce mouvement, des particules très 
ténues peuvent être mobilisées. Il y aurait ainsi entrainement 
des fins organismes rabiques et non diffusion à la manière 
d'une substance soluble. On peut supposer également que, 
dans nos expériences, il y a eu simplement répartilion dans la 
glyeérine, l'eau salée, le liquide de Locke de virus rabique très 
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ténu provenant de la surface de l’encéphale. Il est fatal, en 
effet, qu'il se produise quelques érosions superficielles au 
cours de l'ablation des cerveaux et la précaulion que nous 
avons prise de laver ceux-ci plusieurs fois, avant de les 
immerger, n'est peut-être pas suffisante pour éviter, de ce fait, 


toute cause d'erreur. 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette.. 
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ÉPILOGUE (1) 


par OLGA METCHNIKOFF. 


La vie et l'œuvre d'Élie Metchnikoff sont si intimement liées, 
que. dans une biographie, il est impossible de les séparer. 

C'est pourquoi l'exposé de son œuvre a été forcément dis- 
persé le long du récit de sa vie; mais, de mème que pour juger 
d’une œuvre d'art on doit, dans un recul, contempler son 
ensemble, il faul aussi, après avoir suivi l'évolution et les 
étapes successives des travaux scientifiques d'É. Metchnikoff, 
embrasser d'un coup d'œil d'ensemble son œuvre terminée. 

IL était biologiste né; tout ce qui se rapporte à la vie des 
êtres l’intéressait. 

Dès son enfance, il observait les plantes et les animaux. A 
quinze ans, il connut les êtres microscopiques; ils suscitèrent 
en lui un intérêt si puissant pour les formes primitives de la 
vie, que, dès lors, fut tracée non seulement sa voie future, mais 
aussi sa méthode de partir du SHRpie pour élucider le com- 
pliqué. 

Il était pénétré des idées évolutionnistes de Darwin ; ayant 
débuté par l'étude des animaux inférieurs, il se mit à rechercher 
leurs relations avec les autres groupes. 


(1) Ce chapitre est le dernier du livre, non encore publié, de Mme Olga 
Metchnikoff, sur la vie d’ Élie Merchaik of, 


ST 
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Il s'efforçait d'établir la coutinuité et l'unilé des phénomènes 
chez tous les êtres vivants. Suivant sa méthode d'étudier 
d'abord le plus simple, il s'adressa à l'embryologie, car dans 
l'œuf et l'embryon, on peut suivre pas à pas la transformation 
du simple au compliqué et voir l'origine et le développement 
de toutes les parties constituantes de l'organisme: De plus, 
l'embryon est exempt de complicalions secondaires, dues aux 
multiples conditions ‘extérieures de la vie post-embryonnaire. 

Metchnikof put établir, sur des données embryologiques, que 
le développement des animaux inférieurs se fait sur le même 
plan et d’après les mêmes lois que celui des animaux supé- 
rieurs. 

Chez tous, la segmentation de l'œuf est suivie de la formation 
de feuillets embryonnaires, dont chacun donne naissance à des 
cellules et à des organes déterminés. 

Les formes supérieures répètent, dans leur vie embryon- 
naire, le cycle d'évolution des formes inférieures (1). 

Cette communauté de plan dans l'embryologie de tous les 
animaux établissait leur continuité généalogique et confirmait 
la théorie darwinienne. 

Les études de Metchnikoff, poursuivies sur les divers groupes 
des animaux, contribuèrent à la fondation de l'embryologie 
comparée. ; 

Grâce à la méthode comparative, il s'était familiarisé non 
seulement avec la continuité morphologique et fonctionnelle 
des divers orgânismes, mais aussi avec celle de leurs cellules 
constituantes. 

La comparaison de ces dernières avec les êtres unicellulaires 
s'imposait. C'est pourquoi, ayant constaté que les cellules 
mobiles des métazoaires inférieurs englobaient les corps étran- 
gers, il conclut tout naturellement à l’analogie de ce phénomène 
avec la digestion dans les êtres unicellulaires. 

Ayant établi le fait de la digestion intracellulaire chez les 
animaux inférieurs, il l’élendit à certaines cellules des animaux 
supérieurs, d'où naquit sa théorie phagocytaire. ‘ 

Voyant que les êtres unicellulaires, {out comme les cellules 

(1) Ainsi, les stades parenchymella, où phagocytella, et gastrula corres- 


pondent, chez l'embryon, à la forme adulte de certains métazoaires très 
primilifs, et même à une colonie d'animaux unicellulaires. 
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mobiles des mélazoaires, englobent non seulementles aliments, 
mais aussi d’autres corps étrangers, il se demande si ce n'était 
en même temps un acte de défense ? 

Une telle possibilité ne pouvait élonner un Zzoologiste, 
habitué à voir que, dans la lutte pour l'existence, les animaux 
dévoraient souvent leurs ennemis. 

Tout le matériel de construction pour édifier la théorie pha- 
socytaire était donc prèt dans l'esprit de Metchnikoïf, quand 11 
se demanda, comme par intuition, si les globules blancs de 
notre sang, globules si semblables aux amibes, ne jouaient pas 
le rôle de défenseurs de l'organisme, en s’accumulant autour des 
corps intrus? 

Cette pensée n'était que le résultat d’un travail préparatoire 
accompli : c'était le papillon qui s'échappait de la chrysalide 


mürie. 


Metchnikoff recourut encore à sa méthode de simplification 
pour résoudre la question. 

La complexité de l'organisme des animaux supérieurs étant 
très grande, il descendit jusqu’à la larve transparente de l'étoile 
de mer (bipimaria), pour y suivre de ses yeux lous les phéno- 
mènes internes. | 

Il introduisit une épine de rose dans le corps transparent de 
la larve et observa, le lendemain, que les cellules mobiles de 
celle-ci s'étaient dirigées en foule vers l'écharde : telle une 
armée se précipitant au-devant de l'ennemi. 

L'analogie de ce phénomène avec l’inflammation et Ia forma- 
tion d'un abcès était frappante. 

Metchnikoff se dit que, puisque la majorité des maladies 
chez les animaux supérieurs était accompagnée d’inflammalion 
et provoquée par les’ microbes, c’est surtout contre eux que 
devaient lutter nos cellules défensives, qu'il nomma phago- 
cyles. 

Il confirma celte hypothèse par une autre expérience, non 
moins simple. 

Sur un petit crustacé transparent (la Daphnie), infecté par un 
champignon parasitaire (monospora bicuspidata), il put facl- 
lement observer la lutte entre les cellules mobiles de l'animal 


et ses parasites. 


Ces deux expériences si simples servirent de fondation et de 
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piliers au pont par lequel Metchnikoff reliait la biologie nor- 
male à la biologie pathologique. 

Entré sur le terrain de celle-ci, il étudia diverses maladies 
microbiennes, et se demanda pourquoi l'organisme élait parfois 
sensible et parfois réfractaire ? 

Pour élucider cette question, il s’adressa de nouveau aux 
animaux inférieurs, chez lesquels il pouvait facilement observer 
les phénomènes les plus intimes, en même temps que sim- 
plifiés. 

Il constata que la sensibilité de l'animal correspondait à ce 
que les microbes, introduits dans l'organisme, restaient libres 
et l’'envahissaient, tandis que l’immunité correspondait à l’en- 
globement et à la digestion des microbes par les phago- 
cyles. 

Il trouva de même que dans l'immunité artificielle les pha- 
gocytes sont graduellement accoutumés par les inoculations 
préventives à digérer les microbes et leurs toxines. 

Ainsi, il établissait que la phagocytose et l’inflammation 
étaient des moyens curatifs, employés par l'organisme. 

Toutes ses recherches ullérieures — ses études sur les 
microbes, sur les diverses propriétés et calégories des phago- 
cytes, de leurs sucs digestifs ét autres, de la formation des 
antitoxines el des différentes’ propriétés, acquises par le 
sang, etc., — n'étaient que le développement naturel de ces 
prémisses. 

Il avait démontré que le rôle des phagocytes consistait non 
seulement dans la lutte contre les microbes et leurs poisons, 
ais aussi dans la destruction de toutes cellules affaiblies ou 
mortifñiées de l'organisme; que les atrophies n'étaient que 
l’absorplion d'éléments cellulaires par les phagocytes. 

Il trouva que les atrophies séniles avaient la même cause, et 
se demanda à quoi tenait l'affaiblissement des cellules de l'orga- 
nisme des vieillards. 

Il démontra que la cause principale en était l’empoisonnement 
chronique des cellules par les toxines, élaborées par les microbes 
dans l'intestin: | 

La vieillesse prématurée en résulte, phénomène aussi patho- 
logique que les maladies. 

La source du mal résidait donc dons la flore intestinale ; 
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aussi se mit-il à l’étudier, ainsi que la vieillesse, afin de 
rechercher des moyens de lutte contre elles. 

Ses recherches lui permirent d'indiquer une série de moyens, 
basés d’un côté sur la lutte contre les microbes, et d'un autre, 
sur la défense des cellules nobles contre les cellules destruc- 
trices (1). 

L'étude de la vieillesse le conduisit à celle de la syphilis, 
maladie provoquant une artériosclérose, semblable à celle des 
vieillards ; et l'étude de la flore intestinale normale, à celle des 
maladies intestinales : fièvre typhoïde, choléra des nourrissons. 

Enfin, il s'achemina vers le phénomène final, le plus mys- 
lérieux de la nature, la mort. 

Des recherches sur le papillon du ver à soie — rare exemple 
d'animal, aboutissant à une mort naturelle — lui permirent de 
conclure à ce que celle-ci était due à une auto-intoxication de 
l'organisme. 

Mais il ne put qu'à peine soulever le voile du grand mystère : 
ce fut son dernier travail... 


Parallèlement aux études scientifiques de Metchnikoff se 
déroulait son évolution philosophique. 
En étudiant les lois et l’unité des phénomènes vitaux, il trou- 
vait que leur harmonie était parfois rompue par la collision des 
conditions internes avec celles du monde ambiant, ce qui ne 

restait pas impuni. 

[l'en voyait l'exemple dans la nature humaine, pleine de 
désharmonies, dues à son origine änimale. 

Ces constatations provoquèrent le pessimisme de sa jeunesse. 
Mais son tempérament énergique de lutteur ne pouvait se con- 
tenter d'une acceptation passive du fait. 

Il se mit à étudier les désharmonies de la nature humaine, 
ainsi que leurs causes, et à rechercher des moyens de les 
combattre. 

Graduellement, il arriva à la conclusion que la plus grande 
de ces désharmonies était provoquée par la rupture du cycle 
normal de notre vie, par la précocité de la vieillesse et de la 


(1) Remplacement de la flore sauvage et nuisible des intestins par des 
‘microbes cultivés, leurs antagonistes. Renforcement et vaccination des 
cellules nobles. 
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mort, provenant surtout d’un empoisonnement chronique par 
les poisons des microbes intestinaux. 

Mais, ayant acquis la conviction qu'il était possible de lutter 
contre cet empoisonnement, il conclut que la-science, qui a 
déjà tant fait pour combattre les maladies, trouverait aussi des 
moyens de lutter contre la vieillesse prématurée et la mort 
précoce, en nous conduisant par là au cycle vilal normal, 
l'ortliobiose. 

Alors la désharmonie, transformée en harmonie, fera dispa- 
raître le plus grand des maux. 

La foi dans la puissance de la science et dans la A de 
modifier par elle jusqu'à la nature humaine fut la base de la 
philosophie optimiste de son âge mûr. Des pensées, pleines de 
force et d'espoir, brillent en étoiles conductrices le long de son 
œuvre philosophique. 

« Seule, la science rationnelle est capable d'indiquer à 
l'humanité la voie vraie. » . 

« Le-vrai but de l'existence humaine consiste en une vie 
active, conforme aux capacités individuelles; en une vie, pro- 
longée jusqu’à l'apparition de « Finstinct de la mort », et 
jusqu’à ce que l'homme, satisfait de la durée de son existence, 
éprouve le besoin du néant. 

« L'homme est capable de saines œuvres; c’est pourquoi il 
est à désirer qu'il modifie la nature humaine, et qu'il trans- 
forme ses désharmonies en harmonies. » 

« Si un idéal capable de réunir les hommes dans une sorte de 
religion est possible, il ne peut être basé que sur des principes 
rs Et s'il est vrai, comme on l’affirme souvent, qu'il 
est impossible de vivre sans foi, celle-ci ne pourra être que la 
foi dans la puissance de la science. » 

Ainsi, Élie Metchnikoff avait débuté par l'étude de la vie 
naissante chez les êtres inférieurs; par un enchaînement con- 
tinu et logique, il avait suivi tout le cycle du développement 
des êtres vivants, dans leur continuité et leur ensemble. 

. De la question initiale de la digestion intracellulaire, 1] avait 
abouti aux problèmes plus élevés qui puissent occuper notre 
esprit, à la correction des désharmonies de la nature humaine 
par le savoir et la'volonté. 

Tel est l'édifice harmonieux qu'il avait érigé. 
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Aucune des questions vitales ne lui fut indifférente. Il abor- 
dait avec courage les plus difficiles et Les plus mystérieuses 
d'entre elles, poussé par un élan invincible vers la vérité el 
soutenu par l'enthousiasme et la foi en la puissance de la 
science. 

La beauté, d'une œuvre d’art est dans l'harmonie et l'unité 
réalisées d'une conception. 

Cela en constitue le type et Le style. 

Ainsi une cathédrale gothique, par toutes ses lignes sveltes 
et harmonieuses, exprime un élan vers les sphères élevées; 
elle ne s'appuie solidement sur le sol que pour mieux s'élancer 
vers le ciel. 

Tel est aussi le caractère de l’œuvre d'Élie Metchnikof. 


Mémoire publié à l’occasion du jubilé de É. Metchnikoff. - 


SUR L'EXCRÉTION DES BACILLES TUBERCULEUX 
PAR LINTESTIN 
ET PAR LES VOIES BILIAIRES 


par A. CALMETTE. 


C'est acluellement un fait bien établi que beaucoup de 
microbes en circulation dans le sang peuvent être éliminés par 
l'intestin. 

Emmerich (1), puis Büchner (2) avaient montré, en 1885, 
que le vibrion cholérique, injecté dans le sang ou sous la peau, 
peut se retrouver après quelques heures dans la cavité intesti- 
nale. Issaëff et Kolle {3), douze ans plus tard, confirmaient ces 
résultats en provoquant, par le mème procédé, de la diarrhée 
avec pullulation du vibrion cholérique dans les matières. 
fécales ; mais aucun de ces auteurs n'avait lié le canal biliaire, 
ce qui enlevait toute valeur démonstrative à leurs expériences, 
la présence des microbes dans l'intestin pouvant être attribuée 
au rôle excréteur du foie. Il fallait exclure l'intervention de cet 
organe. C’est ce que firent Ribadeau-Dumas et Harvier (4) en 
liant le cholédoque. | 

Hess (5) prit la même précaution de ligaturer aussi le canal 
de Wirsung pour empêcher l'élimination pancréatique. Chez 
trois lapins, le duodénum fut sectionné entre deux ligatures 
immédiatement au-dessous du cholédoque, et le Wirsung lié. 
Ainsi se trouvaient évitées à la fois la stase biliaire et toute 
communication de l'intestin avec les voies respiraloires. Le 


Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 23 juillet 1910. 


) 

) Zeitsch. für Hyg., 1897, XVIII, p. 17. 

) 

5) Archiv of Inlernat. Medicine, 15 novembre 1910, p. 522. 
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Bacillus prodigiosus, injecté dans les veines, fut retrouvé dans 
l'intestin grèle de deux des animaux ainsi opérés. Enfin, dans 
le but de supprimer l'influence possible du shock opératoire, le 
même expérimentaleur créa chez un chien une fistule duodéno- 
cutanée à double ouverture : celle-ci rejelait par son segment 
supérieur le contenu de l'estomac, la bile et le suc pancréatique. 
L'animal fut nourri pendant deux jours par cette fistule, puis, 
les deux ouvertures étant fermées, Iless injecta du Bacillus pro- 
digiosus dans la veine jugulaire. Deux heures plus tard lé chien 
était sacrifié et les ensemencements permettaient de retrouver 
le micro-organisme dans les parlies supérieures et inférieures 
de l'iléon, jamais dans le cæcum et le gros intestin. 


En utilisant une autre technique, j'ai fait, en collaboration 
avec C. Guérin (1), la preuve que le bacille tuberculeux peut 
également être éliminé par les voies biliaires. Nous injections 
dans la veine marginale de l'oreille, à une série de lapins, 
{ centigramme de bacilles bovins finement émulsionnés, pro- 
venant d'une cullure sur.pomme de terre glycérinée, âgée de 
six semaines. Chacun des animaux était sacrifié par section du 
cou, successivement 24 heures, 48 heures, 3, 4,5, 6et 7 Jours 
après l'inoculation. Le cadavre était immédiatement ouvert et, 
en ‘évitant soigneusement de toucher la surface du foie, le con- 
tenu de la vésicule biliaire était aspiré dans une pipette et cen- 
trifugé. Le culot de centrifugation, dilué dans 2 cent. cubes 
d’eau physiologique, était inoculé à la dose de 0 e.c. 5 sous la 
peau de la cuisse de # cobayes pour chaque lapin. Or, tous les 
cobayes qui avaient reçu la bile des lapins injectés depuis 24 et 
48 heures, 5 et 6 Jours, restèrent indemnes, tandis que la pro- 
portion des tuberculeux fut de 2 sur # pour ceux qui avaient 
reçu la bile du lapin du 3° jour, de 1 sur # pour ceux qui 
avaient reçu la bile du lapin du 4° jour, de 3 sur # pour ceux 
qui avaient reçu la bile du lapin lué le T° jour. 


Il est donc évident qu'une partie des bacilles introduits dans 
le torrent circulatoire peut être éliminée par la glande hépaiique 


el évacuée avec la bile par l'intestin. 


(4) Comples rendus de l’Acad. des Sciences, S mars 1909. 
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Nous avons fait une autre expérience encore plus démonstra- 
tive (1), en créant chez deux génisses une fistule biliaire per- 
manente qui permettait de puiser à volonté dans la vésicule, à 
l’aide d'une pipette, la quantité de bile nécessaire aux inocu- 
lations d'épreuve. 

L'une de ces génisses reçut, dans la veine jugulaire, 3 mil- 
ligrammes de bacilles tuberculeux virulents d'origine bovine. 
Chaque jour, avant et après l'expérience, on prélevait dans la 
vésicule une petite quantité de bile dont on injectait 0 c.c. 5 à 
4 cobayes. Quinze de ces animaux sur 109 devinrent tubercu- 
leux el tous ceux qui furent infectés avaient reçu de la bile 
recueillie au delà du 19° jour après l’inoculation virulente de 
la génisse. Celle-ci mourut de granulie aiguë le 28° jour. 

Si l'on considère que la quantité de bile introduite sous la 
peau de chaque cobaye étañt minime (0 c.c. 5, le cobaye ne , 
peut en tolérer davantage), et si on la compare au volume 
énorme (environ 2 litres) de ce liquide qui est excrété par la 
génisse en 24 heures, on doit en conclure que le nombre de 
bacilles évacués par les voies biliaires chez cet animal était 
sûrement considérable. 

Parallèlement, nous faisions la preuve de la virulence des 
déjections d’une autre génisse qui avait reçu dans les veines 
une émulsion de bacilles humains. Sur 66 cobayes inoculés 
chacun avec 0 gr. 1 de déjections, trois seulement devinrent 
tuberculeux; mais il convient ici encore d'observer que la 
quantité d'excréments reçue par chaque animal était infime si 
on la rapporte à celle émise par la génisse en 24 heures et qui 
est d'environ 7 à 8 kilogrammes. : 

E. Joest et E. Emshoff (2) ont constaté également la fré- 
“quence de l'élimination des bacilles par la bile des animaux 
naturellement infectés. Hs ont étudié à ce point de vue, au 
moyen d'inoculations au cobaye, la bile de bœufs et de pores 
tuberculeux. 

Les résultats obtenus ont été les suivants : dans 14 cas sur 57, 
(24,5 p: 100), la bile a infecté les cobayes. Sur ces 14 cas 
positifs, on a pu # fois mettre les bacilles directement en évi- 


(1) Ces Annales, février 1912, p. 163. 
(2) Zeitsch. für Infeclionskr. und Hygiene der Haustiere, vel. XII, n° 4 1911. 
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dence par l'examen microscopique. Il s'agissait presque tou- 
jours de tuberculose généralisée du bœuf ou du porc avec 
lésions hépatiques. Deux fois seulement ces dernières man- 
quaient, mais il-existait en revanche des lésions tuberculeuses 
des ganglions périportaux. 

On peut donc admettre, d’après Joest et Emshoff-que, chez le 
bœuf et le porc atteints de tuberculose généralisée, 11 y a éli- 
mination de bacilles virulents par les voies biliaires dans 
25 p. 100 des cas. Il est vraisemblable même que le pourcen- 
tage est plus élevé encore, et que, dans un certain nomère 
d'expériences, le résullat n'a été négatif que par suile de la 
faible quantité de bile injectée pour ne pas déterminer, chez 
les cobayes, de phénomènes graves de nécrose. 


D'autres expériences confirmatiŸes des mêmes faits ont été 
réalisées sur le cobaye par M. Breton, Mézie et Bruyant, dans 
mon laboratoire (1). 

On avait déjà signalé depuis longtemps la présence des 
bacilles dans les déjections des phtisiques et dans celles des 
animaux tuberculeux, mais on tendait à admettre avec Cadéac 
et Bournay (2), Wood, Lichtheim, Shaw, Anglade, qu'elle 
résultait de la déglutition des crachats, de -l'ingestion de 
matières virulentes, ou de l'existence de lésions intestinales. 
Les travaux de Fraenkel et Krause, d'Emerson et surtout ceux 
de Rosenberger (3) (1907-1909) élargirent tout à coup le pro- 
blème. Ces auteurs trouvaient des bacilles acido-résistants 
chez un grand nombre de sujets atteints de granulie ou de 
tuberculoses fermées. 

On pouvait croire qu'il ne s'agissait pas de vrais bacilles 
tuberculeux. Aussi D. Moore Alexander (#), Philip et Porter (5), 
Rittel-Wilenko (6), À. T. Laird, G. L. Kite et D. A. Stewart (7) 
entreprirent-ils l'étude méthodique de Ïa question en ce qui 
concerne l'homme. 


) Comptes rendus de la Soc.de Biologie, 19 juillet 1912. 

2) Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 1 décembre 1895. 
) Amer. Journ. Mof ed. Sciences, 1907, XII et 1909, II. 

(4) Journal of Hygiene, 1910, p. 31. 

) Brit. Med. Journ., 1910, IT, p. 184. 

) Wiener lin. Woch., 1911, no 45. 

) Journ.of Med. Research, oct. 1913, p. 31. 
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Pour chaque échantillon de fèces qu'il examinait, Alexander 
en pesait { gramme dans un verre de montre, le broyait dans 
un mortier, le diluait avec quelques cent. cubes d'eau salée 
physiologique et injectait 1 et 2 cent. cubes de cette dilution 
au cobaye (soit 0 gr. 01, 0 gr. 02). Sur 24 déjections de tuber- 
culeux pulmonaires, 23 se sont montrées virulentes. 

Deux déjections de sujets atteints de lupus et 129 de sujets 
non tuberculeux ontété examinés sans qu'on pût y rencontrer 
une seule fois des bacilles acido-résistants à l'examen microsco- 
pique. L'auteur en conclut que, toules les fois qu'on trouve 
des acido-résistants dans les déjections humaines, c’est qu'il 
s’agit de véritables bacilles tuberculeux. Il à trouvé,ces derniers 
52 fois sur 74 sujets alteints de diverses tuberculoses non 
ouvertes (pleurésie, granulie, formes ganglionnaires caséifiées, 
méningites, tuberculoses o$seuses ou articulaires). Chez les 
mêmes sujets les bacilles ne se rencontrent que d’une façon 
intermittente, et leur évacuation est souvent provoquée par une 
prise de calomel ou d’autres cholagogues. 

Philip et Porter ont recherché k bacille dans les déjections 
de 100 tuberculeux pulmonaires. On trouva des acido-résis- 
lants dans 75. Or 42 de ces tuberculeux n’expectoraient aucun 
bacille et 29 en rendaient avec leurs excréments. En revanche, 
ous ceux qui crachaient avaient des déjections bacillifères. 

Laird, Kite et Stewart trouvent 48 échantillons de déjections 
virulentes sur 87 dans lesquels l'examen direct par la méthode 
à l’antiformine avait fait constater la présence d’acido-résis- 
tants. ° 

La technique la plus recommandable pour la recherche des 
bacilles tuberculeux dans les fèces est la suivante, que j'ai 
employée moi-même avec C. Guérin et que H. Thieringer (1) à 
également ulilisée 

On pèse dans un vase conique d'Erlenmayer 30 grammes de 
malières que l’on mélange ensuite avec 55 cent. cubes d’eau 
stérile et 15 cent. cubes d’antiformine. On agite à plusieurs 
reprises eton laisse en contact pendant 3 à # heures, puis on 
centrifuge, on décante, on recueille le dépôt dans un vase sté- 
rile et on le dilue dans 8 à 10 cent. cubes d’eau salée physio- 


(1) Ab. a. d. k. k. Gesundheilsamtes1912, vol. XLIIT, p. 545. 
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logique. On le filtre à travers 2 ou 3 doubles de gaze stérile et 
on l’inocule à la dose de 2 à 3 cent. cubes sous la peau de 3 ou 
4 cobayes, au voisinage de la région inguinale. 


Plusieurs travaux récents ont mis en relief l'importance de 
la contamination tuberculeuse chez les bovidés par les excré- 
ments et aussi le rôle des voies biliaires dans l'excrétion des 
bacilles. 

E. C. Schroeder et W. E. Cotton (1), du « Bureau of Animal 
Industry » de Washington, ont publié les résultats de très nom- 
breuses et très suggestives expériences montrant que le meil- 
leur moyen d'infecter sûrement les pores consiste à leur faire 
ingérer, en mélange avec leur nourriture, des matières fécales 
de bovidés bérculbux. Ils ont également prouvé que 40 ». 100 
des vaches qui réagissent à la Lab tte el quine présentent 
aucune lésion cliniquement décelable, émettent, par intermit- 
tences, des bacilles virulents avec leurs déjections. 

Elmer G.-Peterson (2), Reynolde et Bcebe (3) constatent que, 
d'après leursexpériences, les bovidés réagissant à la {ubercu- 
line, mais qui ne présentent pas de lésions cliniquement déce- 
lables, n'émettent pas de bacilles dans leurs déjections. Par 
contre, À. T. Peters'et C. Emerson (4), sur 22 animaux non 
cliniquement tuberculeux, mais ayant fourni une réaction 
tuberculinique positive, découvrent 3 fois, soit chez 7,31 p. 100. 
des bacilles dans les fèces par l'inoculation au cobaye d: 
0 c.e. 5 de celles-ci. 

De leur côté, en Allemagne, Joest et Emshoff (5) ont trouvé 
des bacilles dans la bile de 26 bœufs et de 31 pores. A l’abat- 
toir de Berlin, CG. Titze et E. Jahn ont fait la même constata- 
tion. Dans leurs expériences, la bile de 42,3 p. 100 des bœufs 
et chèvrés tuberculeux se montrait virulente pour le cobaye, 
alors mème que les lésions macroscopiques étaient peu 
étendues, parfois seulement à différents groupes de ganglions. 


(1) Rep. of Bureau of animal industry. U. S. Dep. of Agriculture, Washington, 
1906 eL 1907. 
(2) Report of the New York state Velerinary College, 1909-10, p. 
G ) Minnesota Experim. Station Bull., n° 103. 
(4) 221 Rep. of the Agricult. Experim. Slalion of Nebraska, 1909, p. 136. 
(5) K. k. Arbeilen, 5%e vol., 1er fasc., p. 35, 1913. 
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Les mêmes auleurs, en collaboration avec H. Thieringer (1), 
remarquent que les animaux porteurs de lésions tuberculeuses 
ouvertes éliminent beaucoup de bacilles; mais ils n'ont pas pu 
en découvrir dans les déjections des bovidés réagissant à la 
tuberculine et qui n'avaient pas de lésions décelables clinique-. 
ment. Ils opéraient sur 30 grammes de déjections avec 15 cent. 
cubes d’antiformine pure et 55 cent. cubes d'eau physiologique 
stérile, laissaient deux heures en contact et centrifugeaient trois 
fois avant d'inoculer le dépôt. En examinant ainsi 28 animaux 
tubereuleux pulmonaires ou seulement ganglionnaires, ils ont 
décelé les bacilles dans 11 cas ; tandis que sur 68 animaux ayant 
servi pour la plupart à diverses expériences de vaccination et 
réagissant tous à la tuberculine, mais cliniquement indemnes, 
les bacilles n’ont jamais pu être mis en évidence dans les déjec- 
lions. Ils n'indiquent pas si les recherches ont été répétées 
sur le même animal. : 

Enfin Lydia Rabinowitsch (2) rapporte que, sur 17 bovidés 
tuberculeux à divers degrés, elle a pu isoler 12 fois des bacilles 
tuberculeux de la vésicule biliaire. Dans 8 de ces cas les ani- 
maux avaient des lésions intestinales, et dans un seul il existait 
des lésions hépatiques. 


On doit donc admettre que, fréquemment, les bacilles sont 
amenés au foie par la circulation sanguine et éliininés ensuite 
par la bile; l'existence des germes virulents, souvent en nom- 
bre immense, dans les déjections, soit qu'ils aient cette origine, 
soit quils proviennent de crachats déglulis, est assurément 
une importante source de dangers et joue un rôle capital dans 
la dissémination de la tuberculose. Elle explique comment 
s'effectue la contamination dans les étables ; elle montre com- 
ment peut se réaliser l'infection du lait de vache, mème celui 
des vaches saines, par des particules de matières fécales au 
cours de la traite et, pour ce qui concerne l'espèce humaine, 
elle appelle toute notre attention sur la nocuité possible des 
aliments (en particulier des légumes cultivés dans les champs 
et les jardins où se pratique l’épandage), des linges, des 
vêtements et des objets de toute sorte souillés par les déjce- 


(1) Deuls. med. Woch., 1913, n° 5. 
(2) K. k. Arbeilen, 54° vol., 1913, p. 1 (fasc. 1). 
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tions de tuberculeux ou de porteurs de bacilles, apparemment 
sains. 

C'est incontestablement surtout par ce mécanisme que la 
tuberculose se propage dans ies fermes, dans les habitations 
rurales, dans les agglomérations denses et souvent malpropres 
(asiles. d’aliénés, prisons, etc.) et aussi parmi les populations 
indigènes des pays exotiques chez lesquelles le virus est 
importé par les commercants et les voyageurs provenant des 
régions anciennement contaminées. 


LE ZINC CONSTITUANT CELLULAIRE ,. 
DE L'ORGANISME ANIMAL 


SA PRÉSENCE ET SON ROLE DANS LE VENIN DES SERPENTS 


par C: DELEZENNE: 


AVANT-PROPOS : 


Nos recherches antérieures sur les venins de serpents nous 
avaient montré que leurs propriétés si parliculières devaient 
ètre, du moins pour une grande part, rapportées à certaines 
diastases, dont nous avions élabli l'existence et analysé le 
“mode d'action. 

Étant donné le rôle spécifique qu'on tend à attribuer 
aujourd'hui à des éléments minéraux délerminés dans la 
constitulion des ferments organiques, nous eûmes à nous 
demander si ces diastases, remarquables par leurs carac- 
tères, ne comporteraient pas l'intervention de quelque élé- 
ment métallique spécial. C'est de celte idée directrice qu'est 
né le présent travail. 

Nous vimes notre hypothèse prendre corps en soumettant à 
l'analyse spectrographique, avec le concours si précieux de 
M. À. de Gramont, les cendres de quelques venins : elles 
donnèrent les raies caractéristiques du zine. Le contrôle chi- 
mique confirma cette donnée; puis des dosages, obtenus par 
une technique sûre, dont nous avions approprié certains 
détails aux conditions de nos investigations, nous fournirent 
des chiffres précis : le zinc était, dans les venins de serpents, 
toujours présent, toujours même abondant. 

Dès lors nous étions naturellement conduil à rechercher et, 
autant que possible, à doser, non seulement dans des’ sécré- 
lions diverses, mais aussi dans le sang et les lissus d’un grand 
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nombre d'animaux, ce métal qui n'avait tenu, jusque-là, pour 
ainsi dire aucune place dans la biochimie animale. 

Or nous avons constalé sa présence constante el souvent en 
proportion vraiment inattendue dans les cellules des tissus et 
du sang chez toutes les espèces que nous avons examinées à ce 
point de vue, et qui se situent à tous les échelons de la série 
zoologique. 

Par des considérations sur lesquelles nous ne saurions anli- 
ciper, nous avons été amené à regarder le zinc comme un des 
constituants minéraux essentiels de toute cellule animale, et 
nous avons eu, par suite, à nous demander quelle idée préa- 
lable on peut se former de.son rôle physiologique. 

Une étude systématique des venins de serpents nous per- 
mettra peut-être, à cet égard, quelques présomptions, étant 
donné que, par l'examen comparatif de divers venins, nous 
avons eu une concordance remarquable entre leur teneur en 
zinc et l'intensité relative de cerlaines actions diastasiques 
spéciales. 

Tels ont été Le but et Le plan général des recherches que nous 
allons exposer. | 


En terminant, je tiens à remercier tout particulièrement 
M. A. de Gramont, qui m'a si aimablement obligé au début de 
ces recherches. 

Les longues et minutieuses analyses que j'ai eu à effectuer 
dans la suite ont pu être multipliées grâce au concours et au 
dévouement de M°° Ramart-Lucas et de M. H. Morel. Ils ont 
grandement facilité ma tâche. Je leur exprime ici toute ma 
gratitude. 
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CHAPITRE PREMIER 


VUE D’ENSEMBLE ET DONNÉES GÉNÉRALES 


L'expérience de Raulin et le zinc chez les végétaux. — Nos recherches chez 
les animaux. — Le zinc dans le sang des vertébrés. — Sa constance et son 
universalilé dans les organes. et les tissus dans la série animale. — Le 
zinc dans les venins des serpents. — Son rôle dans les actions catalyliques. 


Dans un travail justement célèbre, paru il y a près de cin- 
quante ans, Raulin (1) établissait que, parmi les éléments 
minéraux nécessaires à la végétation de l'Aspergillus niger, il 
fallait ranger, à côté du potassium, du magnésium et du fer, 
un métal dout on n'avait pas soupçonné jusque-là l'importance 
biologique : ce métal était le zinc. 

On se rappelle par quelle suite logique de recherches: 
simples et minutieuses à la fois, Raulin a pu démontrer que le 
zinc, introduit à dose très faible dans les milieux artificiels où 
se développe l'Aspergillus, permet une végétation abondante, 
alors que le développement est impossible, ou donne lieu à des 
générations chétives quand le métal estabsentou reste en quan- 
tité insuffisante. | 

En montrant que le zinc, tout comme le fer, est un excitant 
indispénsable du développement et de la croissance de l’Asper- 
gillus, en établissant par ailleurs que le milieu qui renfermait 
primitivement ce métal devient impropre à la culture quand 
une ou plusieurs générations s'y sont succédé, Raulin devait 
être naturellement conduit à supposer que le zinc est réelle- 
ment ulilisé par la plante pour l'édification de son protoplasme 
et qu'il fait partie intégrante de celui-ci, comme les autres élé- 
ments minéraux déjà révélés par l'analyse dans les végétaux. 
Mais il lui manquait, pour faire de celte hypothèse, si vraisem- 
blable qu'elle fût, une vérité déntontréé, la preuve expérimen- 


(1) J. Rauun, Etudes chimiques sur lavégélation. Thèse doct. sciences phy- 
siques. Paris 180. : 
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tale directe de la présence constante du zine dans l’Aspergullus 
complètement développé. 

On sait que cette preuve a élé définitivement apportée depuis 
lors (Javillier) et aucun doute ne peut subsister aujourd'huf 
sur la réalité de l’utilisation du zinc, au cours du développe- 
ment, non seulement par les végétaux inférieurs tels que les 
moisissures ou les levures, mais encore par les plantes les plus 
élevées en organisation. Le zinc s’est révélé, en effet, comme 
unélément largement diffusé dans tout le règne végétal, où il 
n'avait été signalé jusque-là qu'incidemment et dans des cas 
particuliers (plantes calaminaires). 

Dans un travail d'ensemble sur la présence et le rôle du zinc 
chez les végétaux, paru il y a une dizaine d'années, Javillier (1) 
a établi que ce métal se rencontre à doses non négligeables 
« dans les végétaux les plus divers et prélevés sur des terrains 
géologiquement et chimiquement distincts ». 

Utilisant une méthode très précise de recherche et de dosage, 
qu'il a appliquée systématiquement chez plus de cinquante vé- 
cétaux, appartenant à des familles différentes, ce savant a 
trouvé le zinc dans presque tous les organes : racine, tige, 
fleur, feuille, graine où il l’a recherché. 

Cette extrème diffusion du zinc, dans tout le règne végétal et 
dans les divers organes de la plante, donne à penser que cé 
métal joue un rôle physiologique important, mais quel est ce 
rôle ? Aucune donnée positive n’a permisjusqu'ici de le préciser, 
ni même de l'entrevoir. 


Chez les animaux, le zinc n’a Jamais été considéré par les 
physiologistes comme un élément minéral digne de retenir 
l'attention. Aucun traité didactique, sans excepter les plus 
complets et les plus récents, ne le mentionne parmi les métaux 
que l’on trouve normalement, mème à l'état de traces, dans 
l'organisme des vertébrés, et si quelques ouvrages spéciaux 
rappellent qu'il a été rencontré quelquefois dans certains 
organes de l'homme ou des animaux domestiques, c'est pour 
le considérer, à l'exemple du cuivre, du plomb ou de l'étain, 
comme un élément anormal ou accidentel. 


(4) M. Javrzcter, Recherches sur la présence et le rôle du zinc chez es 
végétaux. Thèse doct. sciences naturelles. Paris 1908. 
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D'ailleurs les indications bibliographiques relatrves à la 
recherche du zinc chez les animaux, sout des plus réduites, En 
ce qui concerne les vertébrés, nous ne pouvons signaler que 
deux courtes notes, parues la même année (1877), dans lesquelles 
les auteurs, spécialement préoccupés de la recherche toxicolo- 
gique du zinc chez l’homme, signalent qu'on peut trouver ce 
métal, en petite quantité, dans certains aliments et aussi dans 
le foie des cadavres, où il est communément associé au cuivre. 
Lechartier et Bellamy (1) décèlent le zine et en font le dosage 
dans deux foies de phtisiques. Raoult et Breton (2) le trouvent 
également dans cinq analyses portant sur des foies humains 
qui provenaient de sujets morts d'affections diverses. En dehors 
du foie, Raoult et Breton n'ont recherché ce métal que dans 
l'intestin (intestin d’un noyé) où ils ne l'ont pas rencontré. 
Lecharlier et Bellamy le signalent dans le foie et le tissu mus- 
culaire du bœuf (une seule analyse) et en trouvent aussi de 
pelites quantités dans l'œuf de poule. 

Si l’on met à part les résultats de ces dernières analyses, res- 
tées isolées, et qui n'ont jamais été confirmées depuis, on voit 
que les seules données peut-être dignes d’être retenues, en rai- 
son de leur concordance, ont trait à la présence du zinc dans 
le foie humain. Mais outre qu'il s'agissait, dans tous les cas, 
d'organes pathologiques, la présence du zinc en petite quantité 
dans le foie, tout particulièrement chez l'homme, ne devait 
avoir, aux yeux des physiologistes, aucune signification qui 
méritàt de les arrêter : on sait depuis longtemps que les métaux 
fortuitement introduits dans le tube digestif, ou ingérés dans 
un but thérapeutique, sont retenus par le foie, s'ils arrivent à 
franchir la barrière épithéliale de l'intestin. Tel est toujours 
le cas, par exemple, pour le cuivre, le plomb, ou l'étain ; on 
élait donc en droit de penser qu'il en était de même pour le 
zinc ; aussi n'est-il pas surprenant que le zinc ait toujours été 
simplement considéré comme « un constituant anormal ou 
accidentel de l'organisme des vertébrés ». 

Pour’ce qui est des invertébrés, le zinc a été signalé, il y a 


(41) G. Lecnarrier et F. Brkcrauy, Sur la présence du zinc dans le corps des 
animaux et dans les végétaux. C. R. Ac. Se., t. LXXXIV, p.687, 1871. 

(2) F, Raogzr et H. Breton, Sur la présence ordinaire du cuivre el du zinc 
dans le corps de l'homme. C. R. Ace. Se., t. LXXXV, p. 40, 1877. 
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une quinzaine d'années, par Bradley (1), dans les cendres de 
l'hépato-pancréas d'un grand mollusque gastéropode, le Syco- 
Lypus canaliculatus, et dans celles de Fulqur carica. La quantité 
relativement élevée de zinc trouvée par Bradley dans les cendres 
de Sycotypus et de Fulqur la conduit à considérer ce métal 
comme un élément normal de l'organisme de ces animaux. 
Muis il lui a été impossible de retrouver le zinc dans loule 
une série d’autres mollusques, comme aussi chez divers crus- 
tacés qu'il a examinés à ce point de vue. [l conclut qu'il s'agit 
là d’un fait exceptionnel, dont il reste à déterminer la signili- 
cation (2). On sait depuis longtemps que, chez les inverlébrés, 
les consüluants minéraux sont loin d'avoir la fixité qu'on leur 
connaît chez les vertébrés et il n’eût pas été surprenant que le 
zinc fût l'apanage de quelques types, à l'exemple du cuivre 
ou du manganèse qui, chez certains invertébrés, remplacent 
le fer dans la conslilution des pigments respiraloires. 

Somme toute, les biologistes semblaient autorisés jusqu'ici 
à considérer le zinc comme un élément purement accidentel de 
l'organisme des vertébrés ou, tout au plus, ‘comme un conslti- 
tuant absolument exceptionnel de quelques invertébrés. Or il 
en est tout autrement. 5 

Le zinc, en effet, comme le calcium, le magnésium ou le fer, 
se rencontre d'une facon constante chez tous les animaux. Fait 
plus curieux, il n'y est pas seulement présent à l’état de traces 
— à la façon de certains éléments minéraux tels que l'arsenie, 
le bore ou le manganèse, que l'analyse a permis de révéler au 
cours de ces dernières années, — mais on le trouve toujours, 
en quantités très appréciables, dans le sang et, à un taux plus 
considérable encore, dans les organes. Dans le sang des mam- 
mifères, par exemple, nous en avons constaté une moyenne de 
15 à 25 milligrammes par litre, teneur qui est sensiblement 
celle du magnésium ; le taux du calcium lui-même est à peine 
deux ou trois fois plus élevé. Les organes les plus riches : les 
centres nervéux et le thymus, peuvent en contenir près de 


(1) H. C. Brapzey, The occurrence of zinc in certain Invertebrates. Science, 
N. S., t. XIX, January-June 1904, p. 196. 

(2) « The’ signifiance of this unique occurrence of zinc in economy of Syco- 
typus and Fulqur is still to be détermined as is the nature of combination in 
which it exists. » 
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1 décigramme par kilogramme, et ceux qui en renferment le 
moins, comme le muscle, ont encore une teneur en zinc qui 
atteint le plus souvent 1/40.000 ou 1/50.000 de leur poids. 
Chez les autres vertébrés et nombre d'invertébrés il n’est pas 
rare que les organes ou les tissus en renferment des quantités 
plus grandes encore. Mais le fait capital à retenir est celui-ei : 
quelle que soit l'espèce animale envisagée, quels que soient 
l'organe ou le tissu soumis à l'analyse, le zinc peut toujours 
être décelé et presque toujours dosé assez exactement. 

La présence constante du zinc chez les animaux dans toule 
la série, sa diffusion dans tous les organes et vraisemblablement 
dans toutes les cellules, permettent de regarder cet élément 
comme un constituant minéral essentiel de l'organisme animal, 
et c’est là précisément une des conclusions fondamentales de 
ce travail. | 

Un métal aussi généralement répandu et aussi largement 
distribué ne saurait être considéré, pour les animaux, comme 
un élément purement passif : il doit remplir un rôle aclif. 

Essayer d'emblée de surprendre la nature de sa fonction 
dans le milieu si complexe de la cellule elle-mème eût été, on le 
devine aisément, une entreprise bien difficile, et qui sans doute 
fût restée longtemps infructueuse. Une circonstance favorable 
.nous a permis d'aborder le problème par une autre voie et de 
déterminer au moins un des rôles les plus curieux du zinc chez 
les animaux : son exceptionnelle abondance dans le venin des 

serpents nous a offert pour sujet d'étude une sécrétion cellu- 
laire hautement différenciée et particulièrement nn 
par ses propriétés physiologiques. 

Le zinc est en effet, on peut le dire, l'élément minéral véri- 
tablement caractéristique des venins de serpents. Avec les 
constituants en quelque sorte banals, tels que le potassium, 
le sodium, la chaux ou la magnésie, plus ou moins répandus 
dans tous les liquides organiques, le zine est, dans les venins, 
le seul métal que révèle l'analyse; dans certains d’entre eux il 
est en ‘telles proportions qu'il peut constituer, à l’état d'oxyde, 
plus de 20 °/, des cend'es. 

Or les venins, nous le démontrons par ailleurs, sont de 
puissants catalyseurs. Ajoutés, à dose souvent infime, à des 
liquides organiques ou à des produits d’origine cellulaire 
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riches en phosphatides où en nucléines, ils provoquent, par 
leur seule. présence, des réactions chimiques qui suffisent à 
expliquer, pour une grande part tout au moins, leur nocivité. 

Avec M" Ledebt; nous avons montré, il y à quelques 
années, que la Ééttine se dédouble sous l'influence des venins 
en donnant un produit nouveau, chimiquement défini et eris- 
tallisable : Ja lysocithine (Delezenne et Fourneau) qui est un 
poison hémolytique et cytolytique des plus puissants. 

Avec notre élève H. Morel, nous avons observé, depuis lors, 
que les venins de serpents catalysent également d’autres pro- 
duits phosphorés complexes qui sont parmi les constituants 
fondamentaux du noyau cellulaire : les acides nucléiques. 

Etant donné ce que nous ont appris les recherches classiques 
de G. Bertrand sur le rôle du manganèse dans l'action des 
oxydases, 1l y avait lieu de se demander si le zinc n'est pas un 
constituant minéral essentiel des diastases des venins, et si 
les propriétés catalytiques qui leur appartiennent ne sont 
pas étroitement subordonnées à la présence de ce métal. 
L'expérience nous à permis de constater qu'il en était bien 
ainsi. 

Comme on le verra dans le cours de ce travail, les activités 
diastasiques propres aux venins sont toujours nettement en 
rapport, dans leur intensité, avec les quantités de zinc déce- 
lées par l'analyse. Non seulement les venins les plüs riches 
sont aussi les plus actifs, mais l'échelle d'activité de toute une 
série de venins différents s'est montrée superposable, en 
quelque sorte, à l'échelle de leur teneur en‘zinc. Dans un même 
venin, les variations individuelles que l’on ‘peut observer 
suivent aussi un même parallélisme, de sorte qu'il est souvent 
possible, par le dosage préalable du zinc dans un échantillon 
donné, de déterminer assez exactement à l'avance son degré 
d'activité. 

S'ensuit-il que le zinc soit le seul élément intéressant à con- 
sidérer dans les diastases des venins? Non, assurément. Ce 
métal ou ses sels se sont montrés, par eux-mêmes, tout à fait 
inefficaces. D'autre part, ajoutés, en quantités plus ou moins 
grandes, aux venins les plus pauvres en zinc et, par le fait, les 
moins actifs, ils ne renforcent aucunement leur action. La sub- 
stance organique à laquelle le zinc est combiné, ou qui forme 
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avec lui un complexe colloïdal diastasique, doit donc jouer, 
comme le métal lui-même, un rôle des plus importants. 

Si, dans l’ensemble du complexe diastasique, le zinc constitue 
vraisemblablement le catalyseur proprement dit, l'élément chi- 
miquement actif, il faut néanmoins regarder la substance orga- 
nique à laquelle ce métal est lié comme une partie complé- 
mentaire indispensable, qui, par ses propriétés chimiques ou 
physico-chimiques, conditionne l'activité du ferment. Mais cette 
subslance, nous devons le faire remarquer, représente éncore 
dans le one diastasique, quelque chose de plus, SE 
c'est elle, sans nul doute, qui confère aux diastases des venins 
un de leurs attributs les plus intéressants, celui de provoquer. 
dans les processus d’immunisation, la formation d'antidia- 
stases nettement spécifiques. 

Cette conception ne se différencie guère, on le voit, de celle 
qu’a exposée pour la première fois notre collègue et ami Gabriel 
Bertrand, à propos de ses recherches sur le rôle du manganèse 
dans la laccase, et que la plupart des biologistes ont adoptée. 
Des recherches ultérieures permettront seules de déterminer 
dans quelle mesure elle est applicable au cas que nous consi- 
dérons. Le fait essentiel à invoquer en faveur de cette concep- 
tion : l’étroite subordination de certaines actions diastasiques 
à la présence du zinc, nous paraît tout au moins définilivement 
acquis. ‘ 


Ces notions nous semblent prendre un intérêt particulier si 
nous considérons que les venins sont des toxines, que leurs 
propriétés de toxines sont, du moins pour une part, liées à 
leurs propriétés de ferments et que celles-ci à leur tour sont 
subordonnées à la présence d'un métal déterminé. 

Y oura-t-il lieu d'appliquer ces données nouvelles à d’autres 
toxines? Tout au moins n'est-il pas, croyons-nous, interdit de 
le présumer. 

D'un autre côté, la nalure des actions opérées par les venins 
et auxquelles le zinc est associé est évidemment propre à nous 
suggérer des hypothèses plausibles sur les actions que ce métal 
exerce dans l'intimité même de la cellule animale, où nous 
avons vu que sa présence est constante. Toutes ces actions ne 
seraient-elles pas du mème ordre ? Certains enchaînements de 


té a tte 
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faits renforcent singulièrement cette supposition : parmi les 
effets Les plus caractéristiques que nous avons constatés 2n vitro, 
figure l'intervention du zinc dans le dédoublement des phos- 
phatides et des acides nucléiques; d'autre part, on sait que ces 
substances ont une importance toute particulière dans le méta- 
bolisme cellulaire, et enfin — fait éminemment suggestif — 
c'est précisément dans les organes où elles sont le plus abon- 
dantes que le zinc lui-même atteint son taux le plus élevé. 

Ainsi les faits que nous a permis de relever l'étude des venins 
in vitro peuvent ètre considérés très logiquement, ce nous 
semble, comme les témoins observables des propriétés que le 
zinc manifeste, sans doute sous d’autres formes et avec des 
modalités différentes, dans l'intimité de la vie cellulaire. 

Si curieux que soient ces fails à divers égards, c’est peut-être 
de cette considération qu'ils tireront, dans l’avenir, leur prin- 
cipal intérèt. 
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CHAPITRE I 


TECHNIQUE DE LA RECHERCHE DU ZINC CHEZ LES ANIMAUX 


Procédés de caractérisation du zinc. — Exigences de techniques spéciales 
aux tissus animaux. — Causes d'erreurs inhérentes à l'incinération. — 
Nécessité de la destruclion chimique de la matière organique.— Application 
de la méthode Bertrand-Javillier au dosage du zinc chez les animaux. 


Le zinc est un métal facile à identifier chimiquement. Il pos- 
sède des caractères analytiques nets, dont deux d'entre eux 
sont spécifiques et permettent aisément de le reconnaitre, 
lorsqu'il a été séparé, au préalable, des autres métaux qui 
peuvent l'accompagner. 

En solution ammoniacale,.les sels de zinc donnent, avec le 
sulfure d’ammonium, un précipité blanc de sulfure de zinc En 
solution légèrement acidulée par un acide organique (formique 
ou acétique) ils donnent le même précipité lorsqu'on les sou- 
met à l’action de l'hydrogène sulfuré. 

Avec le ferrocyanure de potassium, les sels de zinc donnent 
un précipité blanc jaunâtre de ferrocyanure de zinc, peu soluble 
dans l'acide chlorhydrique. 

En solution aqueuse, les sels de zinc donnent, par addition 
d'ammoniaque, de potasse ou de soude, un précipité gélatineux 
blanc d'oxyde très facilement soluble dans un excès de réactif. 


L'oxyde de zine, blanc à froid, jaunit lorsqu'on le chauffe et 


reprend sa couleur primitive par refroidissement. 

De ces réactions bien connues, les deux premières seules sont 
à retenir pour nous, tant à cause de leur spécificité qu’en rai- 
. son du degré de sensibilité qu’elles présentent. Comme l'indique 
Javillier, on peut pratiquement, par l’une ou l’autre de ces 
réactions, caractériser le zinc avec certitude lorsque sa dilution 


ne dépasse pas le vingt-millième, de sorte qu à la condition. 


d'être réunie dans un petit volume de liquide — 1 centimètre 
cube par exemple — une quantité de zinc qui ne dépasse pas 


LS 
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0 milligr. 05 peut encore être aisément reconnue par l’hydro- 
gène sulfuré ou le ferrocyanure. 

Lorsqu'il s'agit de caractériser de petites quantités de zinc, il 
est donc important d'èlre en possession d’une méthode permet- 
tant de rassembler tout le métal dans un volume de liquide 
aussi petit que possible. G. Bertrand et Javillier (1) ont précisé- 
ment indiqué, en vue de la recherche biologique du zine, un, 
procédé de dosage basé sur la précipitation facile et complète 
de ce métal par les métaux alcalino-terreux. 

En solution ammoniacale, l'hydroxyde de zine s'unit à ces 
métaux (G. Bertrand, 1892) pour donner des zincates insolubles 
cristallisables, répondant à la formule générale. 


A 
In 

>0M + nie0 
Zn 


OH 


Ces composés sont si peu solubles que l’on peut, par cette 
méthode, précipiter le zinc renfermé à l’état de traces dans une 
très grande quantité de liquide. De plus, précipités à l’état 
micro-cristallin d’un liquide bouillant, ces. composés sont 
faciles à recueillir sur les filtres, qu'ils ne traversent pas. 

G. Bertrand'et Javillier ont, dans la pratique, utilisé la chaux 
et montré que leur méthode de séparation est à la fois d'une 
très grande sensibilité et d'une grande précision, et qu'elle 
peut être appliquée avec sûreté aux dosages de très petites 
quanlités de zinc. 

C'est elle que Javillier a constamment employée dans ses 
études sur le zinc chez les végétaux et c’est à’ elle que nous 
avons eu également recours le plus souvent dans les expériences 
que nous avons instituées en vue de la recherche et du dosage 
du zinc chez les animaux. 


(4) G. BerreanD et M. Javiccrer, Sur une méthode permettant de doser de 
très petites quantités de zinc. C. R. 4e, Sc., t. CXLV, p. 924, 1907; B. Soc. 
chim., 4° s.,t. III, p. 495, 1908; B, Sc. pharm., t. XV, pp. 7-10, 1908 et M. Javrz- 
LIER, Thèse citée, 1910. 
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Il est à remarquer toutefois que l'emploi de cette méthode 
ne s'impose pas dans {ous les cas. Son avantage, nous venons 
de le voir, est de réunir, de ramasser en quelque sorte des 
traces de zinc disséminées dans une grande quantité de liquide 
ou perdues dans une grande masse de cendres. Or, chez les 
animaux, le zinc se rencontre dans les cendres de divers 
organes ou de certaines sécrétions en quantités suffisantes 
pour qu'il puisse être dosé en utilisant les méthodes ordinaires 
de séparation de la chimie analytique. Nous nous sommes 
assuré d'ailleurs que dans ces cas spéciaux l'emploi parallèle 
de la méthode Bertrand-Javillier et d’une méthode plus sim- 
plifiée donne sensiblement les mêmes résultats. 


Ces données générales étant posées, voyons maintenant 
comment nous avons opéré dans la pratique : 

Les liquides organiques (sang ou sécrétions) et les organes 
ou les tissus, provenant d'animaux sacrifiés par saignée, élaient 
exactement pesés (les organes et les tissus après avoir été rapi- 
dement pulpés) et mis à dessécher dans le vide sulfurique ; la 
dessiccation étant achevée, s’il était nécessaire, sur l'acide phos- 
phorique. Le résidu sec, pulvérisé et rendu aussi homogène 
que possible, était pesé, el une portion déterminée était préle- 
vée en vue de l'analyse. 

La première opération à réaliser était la destruction de la 
malière organique. Deux procédés pouvaient être employés 
dans ce but : l’incinération et la destruction chimique. 

L'incinération est le moyen le plus généralement employé.’ 
Il est simple et relativement rapide. Mais il peut parfois intro- 
duire du zinc là où il n’en existe pas et surtout il expose à des 
pertes qui, dans certaines conditions, peuvent être élevées 
quelles que soient les précautions prises en vue de les éviter : 
on sait qu'en présence de charbon, l'oxyde de zinc est faci- 
lement réduit à la température du rouge et le métal volatilisé. 

On peut éviter ces pertes en calcinant à une température qui 
ne dépasse point le rouge sombre, chose relativement aisée 
lorsqu'on à aflaire à des matières organiques riches en sels 
alcalins et faciles à brûler; c'est le cas des matières organiques 
végétales, et Javillier, dans ses recherches sur le zinc des 
végélaux, s'est arrèté à ce procédé de destruction qu'il a consi- 
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déré comme étant parfaitement adéquat au cas spécial qu'il 
avait envisagé. Il n’en va plus de même lorqu'on incinère des 
Lissus animaux. Pauvres en sels alcalins, ces tissus fournis- 
sent une quantilé considérable de charbon, souvent très difli- 
cile à brûler, mème s'il est soumis à des lessivages répétés. 
L'opération, qui est toujours longue, expose à des surchaulfes 
locales et laisse fréquemment un résidu important de charbon 
non brûlé, dans lequel Le zinc peut rester inclus. Pour obtenir 
la combustion complète, il faut atteindre des tempéralures qui 
amènent inévitablement une perte de zine qui, dans certains 
Cas, nous avons pu nous en assurer, peut être extrêmement 
importante. 

La destruction de la matière organique par voie chimique 
ne présente aucun de ces inconvénients. C'est une méthode 
sûre, à la condition, bien entendu, de n’utiliser que des réactifs 
absolument purs, et c'est elle que nous avons constamment 
employée. 

La combustion était faite par le mélange azoto-sulfurique en 
suivant la technique de Neumann. 

Le résidu sec des organes ou des liquides dans lesquels 
nous avions à rechercher le zinc était introduit dans un ballon 
et additionné peu à peu d’un mélange, à parties égales, d'acide 
sulfurique et d'acide nitrique chimiquement purs. à centi- 
mètres cubes du mélange étaient en général utilisés pour 4 à 
5 grammes de matière sèche. Quand la liquéfaction complète 
élait obtenue, on commencait à chauffer le contenu du ballon, 
doucement d’abord, puis en élevant progressivement la tempé- 
rature et en faisant tomber goulte à goutte, dans le mélange, de 
l'acide nitrique, jusqu'à ce que la matière organique soit totale- 
ment oxydée. On arrêtait l'opération quand Île liquide était 
devenu parfaitement incolore ou ne conservail plus qu'une 
teinte blanc jaunâtre à peine appréciable. Le contenu du bal- 
lon, transvasé dans un becher ou une capsule de platine, était 
porté ensuite au bain de sable dans le but d’évaporer complè- 
tement lacide sulfurique. S'il était utile, on finissait de chasser 
celui-ci en chauffant à feu nu, ce qui permettait en outre 
d'éliminer — et cette fois sans crainte de perte — les dernières 
traces de matière organique qui avaient pu échapper à la com- 
bustion. 
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Le résidu, représentant un mélange plus ou moins complexe 
de matières minérales, duquel il fallait maintenant séparer le 
zine, était traité par l’acide chlorhydrique concentré, puis éva- 
poré à siccité au bain-marie. Repris par de l’acide chlorhydrique 
étendu et filtré pour être débarrassé de la silice, du sulfate de 
chaux et d'autres constituants insolubles éventuels, il était pré- 
cipité par l'ammoniaque concentrée. Pour cela, le fdtrat et 
les eaux de lavage qui lui sont réunies sont versés goutte à 
goutte dans une solution d’ammoniaque pure, employée en telle 
quantité que Le mélange final renferme 4 à 5 °/, de NHF libre, 
soit 20 à 25 °/, de la solulion ammoniacale saturée. 

On ajoute quelques centimètres cubes d’eau oxygénée et une 
certaine quantité de lait de chaux. Il se fait un précipité volu- 
mineux, plus ou moins coloré par l'oxyde de fer, qui se réunit 
peu à peu. Le zinc est resté dans la liqueur ammoniacale et il 
n'en a pas été entraîné si l’on a eu soin de verser la solution 
lentement dans l’'ammoniaque et d'employer un grand excès de 
celle-ci. On filtre, on lave le précipité, puis on le redissout dans 
l'acide chlorhydrique concentré, et on fait une deuxième préci- 
pitalion et une nouvelle filtration. 

Les liqueurs ammoniacales réunies renferment tout le zinc 
et avec lui divers autres éléments : sels alcalins, chlorure de 
calcium, magnésie, cuivre, ete. On porte à l’ébullition et on 
ajoute peu à peu un lait de chaux étendu, en quantité suflisante 
pour libérer totalement l’ammoniaque combinée et précipiter tout 
le zinc à l’état de zincate. L'ébullition est poursuivie tant qu'il 
se dégage:des vapeurs alcalines, ce qu'on vérifie en maintenant 
une bande de papier tournesol humide dans le col du ballon. 
Quand lopéralion paraît terminée, il est encore nécessaire de 
s'assurer, par l'addition d'un peu de lait de chaux et en conti- 
nuant l’ébullition, que toute l'ammoniaque est véritablement 
dégagée. En effet, s’il en restait un peu à l’état de sei dans la 
solution, ce serait la preuve que celle-cine contient pas de chaux 
libre, et dans ce cas Le zincate ne pourrait se former. 

Quand on a la certitude que l’ammoniaque ‘est totalement 
dégagée, on filtre; Le précipité renferme le zincale de chaux, de 
la chaux libre, du carbonate et du sulfate de chaux, de la 
magnésie, du cuivre à l’état de traces{ou en quantité très appré- 


\ 


ciable si l’on a affaire à du sang ou des organes d'invertébrés), 
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et presque toujours de très minimes quantités de fer que le trai- 
tement ammoniacal n'a point rigoureusement éliminé. On lave 
le précipité et les parcelles de celui-ci, restées adhérentes aux 
parois du ballon, avec de l’eau saturée de chaux, puis on le redis- 
sout avec de l'acide chlorhydrique à 10 °/,, en faisant en sorte 
que la solution finale obtenue contienne au moins 5 °/, d'acide 
chlorhydrique. Cette solution est saturée d'hydrogène sulfuré, 
abandonnée au repos pendant quelques heures et filtrée. 

Le liquide, qui a été débarrassé du cuivre, et éventuellement 
du platine qui a pu y être introduit au cours des opérations, est 
évaporé à siccité; le résidu, redissous dans quelques centimè- 
tres cubes d'une solution à 10°/, d’acétate d’ammonium acidulée 
par l'acide acélique, est transvasé dans un petit flacon et le 
liquide saturé d'hydrogène sulfuré. Le flacon soigneusement 
bouché est abandonné au repos pendant vingt-quatre heures au 
moins. 

Le précipité de sulfure est recueilli sur un petit filtre, lavé 
avec de l’eau renfermant 5 °/, d'acide acétique et saturée d’'IFS, 
puis dissous sur le filtre avec quelques centimètres cubes d'acide 
sulfurique; on lave le filtre à plusieurs reprises avec de l’eau, 
et la solution, recueillie dans une capsule de platine tarée, est 
évaporée à sec, d’abord au bain-marie, puis par chauffage direct, 
jusqu'à volatilisalion complète de l'acide en excès. Le résidu 
est du sulfate de zinc anhydre, dont le poids, multiplié par 
0,4052, donne la quantité de zinc contenu dans la substance 
analysée. ; 

Quand la matière à analyser renfermait une assez forte pro- 
portion de zine et que ce métal représentait une partie relative- 
ment importante des cendres, il n'était pas nécessaire — nous 
l'avons dit plus haut — de le précipiter à l’état de zincate de 
chaux pour obtenir un dosage exact. Dans ce cas, après avoir 
traité par l’ammoniaque concentrée, comnie ila été indiqué plus 
haut, nous évaporions immédiatement à sec les liqueurs ammo- 
niacales et nous reprenions d'emblée le résidu par l'acide 
chlorhydrique à 5 °/,. À partir de là, la série des opérations 
ayant pour but d'éliminer le cuivre, de précipiter le zinc à l’état 
de sulfure et de l’amener finalement à l’état de sulfate pour la 
pesée, était conduite exactement comme nous venons de le 
décrire. | 
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Quand toutes les opérations sont terminées, il est loujours 
utile de s'assurer que le résidu est constitué, et exclusivement 
constitué, par du sulfate de zinc : le résidu doit être entièrement 
soluble dans l’eau et donner avec le ferrocyanure de potassium 
le précipité blanc caractéristique de ferrocyanure de zinc; traité 
à nouveau par EPS, il doit se transformer totalement en sulfure 
de zinc. Il arrive parfois que, par suite d’un chauffage à une 
température trop élevée, le sulfate de zine se transforme par- 
tiellement en sulfate basique extrêmement peu soluble. L'addi- 
tion de quelques gouttes d'acide sulfurique étendu, suivie 
d'une nouvelle évaporation, doit dans ce cas donner un produit 
totalement soluble. 

Très souvent aussi, le sulfate de zinc est légèrement coloré 
par une trace d'oxyde de fer, tant il estdifficile d'éliminer totale- 
ment ce métal au cours des traitements successifs. 

Si l’on a des raisons de supposer qu'il s'agit d’une quantité 
de fer pondéralement appréciable, il suffit, pour obtenir le sul- 
fate de zinc tout à fail pur, de reprendre le résidu par l’'ammo- 
niaque, de filtrer, d'évaporer à siccité dans une capsule de 
platine tarée, et de transformer à nouveau en sulfate. Une 
nouvelle pesée montre d’ailleurs que très généralement il n'y a 
pas lieu de tenir compte de cette trace infime de fer entraînée. 
Une quantité négligeable de fer peut cependant suffire, lors- 
qu'elle est mélangée sous la forme de sulfure à quelques 
milligrammes seulement de sulfure de zinc, à enlever à ce 
dernier la teinte blanc pur qui permet de le caractériser avec 
cerlitude. Et, abstraction faite des pertes causées par l’inciné- 
ralion, c'est, pensons-nous, faute d’avoir éliminé complètemen 
le fer au cours des opérations, que les auteurs, dans leurs 
analyses des tissus animaux, n'y avaient pour ainsi dire jamäis 
relevé la présence du zinc. 

Si nous sommes entré dans d'aussi longs détails sur la 
méthode d'analyse que nous avons employée, c’est qu'il nous a 
paru essentiel de préciser parfaitementtoutesles conditions d’une 
technique à laquelle sont subordonnés les résultats fondamen- 
aux de notre travail. 

Cette technique est laborieuse et exige une longue série de 
manipulations qui demandent à être faites avec le plus grand 
soIn. 
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La seule cause d'erreur importante qu'il y eût à éviter 
était l'introduction accidentelle du zinc par les réactifs em- 
ployés. 

Les réactifs, même dits purs, du commerce ne pouvaient 
évidemment convenir, et nous avons préparé ou fait préparer, 
tout spécialement en vue des analyses, de l'acide chlorhydrique, 
de l'acide sulfurique, de l'acide nitrique et de l'ammoniaque 
complètement exempts de zinc. Nous nous sommes d’ailleurs 
assuré, par une série de contrôles, qu'aucun d'eux ne renfer- 
mait la moindre trace de ce métal. 

L'eau distillée ordinaire des laboratoires contient souvent de 
très minimes quantités de zinc, comme elle contient du euivre 
ou de l’étain. Nous n'avons jamais utilisé que de l’eau soigneu- 
sement redistillée dans un appareil en verre. Les solutions 
salines dont nous avons eu à nous servir dans certains essais 
de dialyse étaient faites également dans de l’eau soigneusement 
redistillée 

Enfin la chaux dite pure du commerce renferme quelquefois. 
elle aussi, de minimes quantités de zinc. Pour éviter tout apport 
de ce métal, même très faible, par la chaux employée, nous 
avons préparé celle qui a servi à nos analyses, en partant 
d'azotate de calcium pur. La solution d’azotate était précipitée 
par l’acide oxalique, et l’oxalate de calcium formé, soigneuse- 
ment lavé, était soumis à la calcinalion ] DRLUR à transformalion 
en chaux vive. 

Toutes ces précautions, bien que n'étant Re superflues, ne 
s'imposaient pas dans tous les cas avec la même rigueur. Lors- 
qu'il s'agissait d'organes ou de produits normalement très riches 
en zinc, les réactifs, à moins d'être d'une très grande impureté, ne 
pouvaient, par leur apport, que fausser légèrement Les résultats. 
Par contre, il élait essentiel d'éviter toute introduction acciden- 
telle de zine, si petite qu’elle fût, lorsqu'on avait à rechercher 
ce métal dans un liquide organique ou un tissu qui normale- 
ment n'en renferme pas ou n'en contient, tout au plus, que 
des traces. 

Plus que toute autre la méthode spectrographique, appliquée 
à l’étude des cendres obtenues par simple calcinalion et sans 
emploi de réactifs, permet une conclusion sûre, lorsqu'elle 
donne des résultats positifs. C’est elle, il est intéressant de le 

1 


86 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


rappeler, qui avait permis à Demarcay (1) de déceler le zinc 
dans quelques végétaux et à Dieulafait de montrer (2) la grande 
diffusion de ce métal dans le monde minéral et de constater sa 
présence constante dans l’eau de mer. 

Avec l’aide de M. de Gramont, nous avons, de noîre côté, 
appliqué cette méthode à l'étude des cendres de quelques venins 
et c'est elle, on le verra, qui, d'emblée, nous a permis d'y 
caractériser le zinc avec certitude. 


(1) DEuarçay, Sur la présence dans les végétaux du vanadium, du molykL- 
dène et du chrome. C. R. Ac. Sc., t. CXXI, p. 91, 1910. 
(2) DiguLarair, Sur le zinc, etc. Ann. Chim. et Phys., 5es., t. XXI, p. 256, 1880. 
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e 
CHAPITRE I] 
LE ZINC DU SANG CHEZ LES VERTÉBRÉS 
Constance du zinc dans le sang. — Son taux. — Étude séparée du plasma 
et des éléments figurés. — Abondance relative du zine dans les leu- 
cocytes. 


Le zinc n'a jamais été signalé dans le sang des vertébrés, et 
cependant — nous allons l’établir — sa présence y est constante 
et relativement facile à mettre en évidence. Fait plus curieux, il 
ne s’agit pas là d'un de ces éléments minéraux qui, tout en 
faisant parlie, chez les vertébrés, des constituants normaux, ne 
s'y trouvent jamais qu'à l'état de traces, comme le manganèse, 
l'arsenic ou le bore : le taux du Zine dans le sang des vertébrés 
est relativement élevé, il est du mème ordre de grandeur que 
celui du magnésium ou du calcium. 

La Derche du zine dans le sang à été faite en suivant 
rigoureusement les indications techniques exposées dans le 
chapitre précédent. | 

Nous avons employé généralement le sang artériel: chez le 
cheval et le bœuf, nos analyses ont cependant porté sur le sang 
veineux. Bien entendu, quand nous avions affaire à des espèces 
de petite taille, l’analyse était faite sur un mélange du sang de 
plusieurs sujets. 

Dans tous les cas, les animaux saignés étaient à jeun depuis 
vingt-qualre heures au moins. Le sang, reçu dans une capsule 
plate préalablement tarée, était mis à dessécher aussitôt dans 
le vide, en vue des. opérations ultérieures. 

Pour une recherche purement qualitative, il suffisait, en 
général, de 8 à 10 grammes de sang. Pour les dosages, par 
- contre, il était utile de prélever au moins 30, à 50 grammes: 
souvent même, surtout quand il s'agissait de grands animaux, 
nous employions j jusqu'à 100 grammes. 

Chez les mammifères, nous avons recherché et mis en évi- 
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dence le zinc dans le sang de sept espèces différentes, appar- 
tenant elles-mèmes, pour la plupart, à des ordres distincts. Le 
dosage précis a élé réalisé chez six espèces; pour deux d'entre 
elles il a été répété plusieurs fois. 

Le taux du zinc dans le sang des mammifères paraît relative- 
ment fixe. Qu'il s'agisse d’une même espèce ou d'espèces très 
différentes, les variations observées restent toujours dans des 
limites assez étroites. Le chiffre le plus élevé que nous ayons 
obtenu, et qui a trait au sang du lapin, corrrespond à une teneur 
de 26 milligrammes par kilogramme, c'est-à-dire sensiblement 
par litre; le chiffre le plus faible, celui qu'a fourni le cheval, 
atteint encore 15 milligrammes. Chez le lapin, trois dosages 
portant sur des animaux différents, mais soumis depuis plusieurs 
mois au même régime, ont donné respectivement 19, 23 et 
26 milligrammes par litre. 

On voit donc qu'en règle générale le taux du zinc dans Île 
sang des mammifères peut être considéré comme oscillant 
entre 13 et 25 milligrammes par litre. 

Cette quantité, il importe de le souligner, est loin d'être 
négligeable : elle correspond, pour certaines espèces, au taux 
du magnésium; le taux du calcium lui-même n'est souvent que 
deux à trois fois plus élevé. 

Chez les oiseaux et les reptiles, nous avons trouvé sensible- 
ment te même pourcentage que chez les mammifères. 

Seule la vipère nous à donné un chiffre un peu plus fort. 
Serail-ce également le cas pour les autres ophidiens venimeux? 


Nous ne saurions Le dire, n'ayant pas eu la possibilité, faute d’une 


quantité suffisante de matériel, de faire des dosages comparatifs 
chez d’autres serpents que la vipère. Vu la présence constante 
du zinc en quantité relativement abondante dans le venin des 
serpents, il serait cependant intéressant d’être fixé sur ce point; 
c’est une élude que nous nous proposons de poursuivre dès que 
nous en aurons les moyens. - 

Chez, les batraciens et les poissons, dans les deux seuls 
dosages précis que nous ayons faits (grenouille et anguille), la 


teneur du sang en zinc s’est montrée sensiblement plus faible 


que chez les autres vertébrés. Comme il s'agit d'expériences 
uniques, nous ne pourrons leur attribuer quelque signification 
qu'après les avoir confirmées et étendues. 
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Notre but essentiel n'étant, pour l'instant, que d'établir la 
constance du zinc dans le sang des vertébrés, il n'était pas utile 
de multiplier davantage les délerminations quantilatives. Ce 
sera l'objet de recherches ultérieures, de fixer exactement la 
manière dont se sérient les vertébrés, au point de vue de Ia 
teneur en zinc du sang et des organes, ainsi qu'on l’a fait par- 
liellement pour le fer par exemple. 


Tableau I. 
POIDS PROPORTION 
du sang analysé SO'Zn du Zn pour 1.000 
ESPÈCE ANIMALE à l'état depsene 
PES 
Humide Sec Humide Sec 
fe RS 
gr. gr. mer. = 
HOMME RM TS MNT EST: 18,5 13,370 4 0,0206 | 0,120 
ADI TE PET ARTE. 102,5 | 16,835 »,8 0,0190 | 0,146 
GORE Ce RAR NEA ECS tee ET ERP 98,2 16,150 DE 0,0232 | 0.140 
DR ET RTE NE 88,8 | 14,560 | 5,8 0,0264 | 0,161 
CODAVENR RER ARETE MM EMEA Dore 16,730 4,1 0,0174 | 0,099 
CINE DEMO EEE EEE 1158 14,830 355 0,0184 | 0,095 
lle Le NET 8 ONE OPA 15,250 4% 0,1225 0,116 
CINEMA ER ENTER 80,2 15,430 a: 0,0151 0.084 
BCE URSS EE PC nf ES EAN Len 1180 13,190 4,1 0,0214 0,120 
ÉÉTISSONRMP EM TA 2273 1,200 |Prés ent.|Présent.|Présent. 
C'ATARASR APE SRE DEPART NC 80,8 14,170 4,6 0,0230 | 0,131 
POULET PSE SR EMEX SERRE 94,8 14,660 4,6 0,0197 0,127 
Couleuvre àtcollier -1.". 30,5 DAME on 0,0279 | 0,164 
Mines DS) EST 31e 5,207 DE 0,0330 | 0,194 
ICO LG LEE Se EL LES 37,9 6 2860 DA 0, :0290 0,159 
IDÉES 1578 2. 800 |[Présent.|Présent.| Présent. 
L 7 
Grenoule ee Et; SR AY: TE 10,1 4,9 0 ,0098 0,076 
AT OU GTA S MAPS NN RER UE T7 11,8 DES 0,0126 | 0,078 
, 


Il n'était pas sans intérêt de chercher à déterminer dans 
quelle partie du sang le zinc se trouve localisé. Est-il en solu- 
üon dans le plasma? Ou fait-il au contraire partie constituante 
des éléments figurés, et dans ce cas, appartient-il au globule 
rouge ou au globule blanc, ou à l’un et à l’autre de ces 
éléments? 

À la vérité, il serait difficilement concevable qu'aucune trace 
de zine ne se rencontrât, à aucun moment, dans le plasma 
sanguin. Même les éléments minéraux qui, comme le fer, sont 


essenilellement des constituants cellulaires — et nous verrons 
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que c'est aussi le cas du zinc — doivent vraisemblablement 
emprunter le plasma sanguin comme véhicule, soit pour 
l'apport initial, soit pour des échanges ultérieurs. Mais ce qui 
est intéressant, c'est que le zinc, comme le fer, s'il existe dans le 
plasma, ne s’y rencontre qu’en très faible quantité. Nous l'avons 
élabli par une série d'expériences dont voici deux types : 


Expérience. — 108 grammes de sang de lapin, prélevés dans la carotide, 
sont reçus dans 108 grammes d'une solution de cilrate de soude à :5 0/6 
dissous dans l’eau salée à 8 0/5. Le mélange totalement incoagulable est 
porté aussitôt à la centrifuge, et la centrifugation est poussée jusqu'à ce que 
l’on ait obtenu une séparation nette du plasma et des éléments figurés. Le 
liquide, décanté, est soumis à une nouvelle centrifugation, suivie d’une nou- 
velle décantation. Le plasma et le culot globulaire, séparés, sont mis aussitôt 
à dessécher dans le vide sulfurique en vue de l'analyse. La quantité de 


sulfate dezinc chtenue avec le plasma n'a été que 0 milligr. 6 : soit, calculée 


en zinc et rapportée à 1.000 grammes de sang, 2 milligr. 2. : 


Comparée aux résultats du tableau précédent, relatifs à la 
teneur en zine du sang total de lapin, cette analyse montre 
déjà que le plasma contient environ 10 fois moins de zinc que 
le sang total. 

La plus grande partie de ce métal doit donc se trouver dans 
les éléments figurés, et effectivement c'est ce que montre la 
contre-partie de l'analyse précédente : dans le culot globulaire 
correspondant aux mêmes 108 grammes de sang, nous avons 
obtenu 5 milligr. À de sulfate de zinc, soit 19 milligr. 1 de 
métal pour l’ensemble ‘des éléments figurés contenus dans 
1.000 grammes de sang total. Ce résultat a été pleinement con- 
firmé par une expérience analogue faite avec le sang de vipère. 


Expérience. — 30 grammes de sang, provenant de 9 vipères saignées direc- 
tement dans une éprouvette de centrifuge avec les précautions nécessaires 
pour éviter toute coagulation (1), sont centrifugés jusqu'à obtention d'un 


plasma parfaitement limpide. Le plasma, séparé des globules par décantation,: 


est soumis à une nouvelle centrifugation et les deux portions mises à dessé- 
cher séparément. L'analyse donne pour le plasma 0 milligr. 4 de sulfate de 
zine, soit 0 milligr. 16 de zinc. Pour l’ensemble des éléments figurés on obtient 
par contre 4 milligr. 2 de sulfate de zinc, soit 1 milligr. 7 de zinc. 

En ce cas par conséquent dix fois plus de zinc dans les globules que dans 
le plasma. : 


(1) Il n'est pas nécessaire, chez ces animaux, de citrater le sang pour 
obtenir la séparation du plasma et des éléments figurés. Nous avons montré 
antérieurement (C. R. de la Soc. de Biologie, 1897, p. 462) que le sang des 
vertébrés ovipares, à l'inverse de celui des mammifères, ne se coagule pas 
soontanément, quand on a soin de le recueillir en évitant le contact des tissus. 
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Voilà un premier point établi : la plus grande partie du zinc 
contenu dans le sang des vertébrés ne peut être que dans les 
éléments figurés. Sans parler des globulins, comment ce métal 
est-il réparti entre globules rouges et globules blancs ? Cette 
question est beaucoup plus délicate à résoudre. 

Séparer parfaitement les globules rouges des leucocytes et 
obtenir, d'autre part, ces derniers sans globulins n’est pas, 
comme on le sait, chose bien facile. Les difficultés auxquelles 
nous nous sommes heurté en essayant de réaliser cette sépa- 
ration nous empêchent, pour le moment, de donner à la ques- 
lion une réponse absolument définitive. Du moins sommes- 
nous en mesure d'établir expérimentalement que le zinc est un 
constituant des globules blancs, comme il est d’ailleurs, on le 
verra plus loin, un constituant des autres cellules, celles des 
organes el des tissus. Les leucocytes, à peu près purs, séparés 
du sang de cheval par le procédé d'Hekma (1), donnent en effet 
toujours à l'analyse des résultats positifs. 


Expérience. — Plusieurs litres de sang de cheval, prélevé dans la jugu- 
laire, sont reçus dans un volume égal d’une solution de citrate de soude à 
5 2/00 dissous dans l’eau salée. à 8 2/6, et le mélange est abandonné au repos 
pendant douze heures dans un endroit frais. Au bout de ce temps le plasma, 
à peu près libre des globules rouges qui se sont spontanément sédimentés, 
est siphonné. L'examen microscopique montre qu'il renferme encore, avec les 
globulins, un très grand nombre de globules blancs non déposés. Une 
courte centrifugation de ce plasma, suivie d’un lavage à l’eau citratée, donne 
un dépôt globulaire constitué, d'une façon presque exclusive, par des leuco- 
cytes. Outre quelques globules rouges, ce dépôt contient encore, cependant, 
un certain nombre de globulins dont on n'a pas pu éviter l'entraînement 
bien que la centrifugation fût peu énergique et de durée relativement courte, 
L'examen microscopique montre, de plus, quelques petits agglomérats 
de fibrine. Mis à dessécher, ce dépôt a donné un résidu sec de 1 gr. 1. L’ana- 
lyse a permis d'y déceler 2 milligrammes de sulfate de zinc, soit 0 milligr. 8 
de zinc environ pour 1 gramme de matière sèche. 


Cette quantité est relativement considérable et — il n'est 
pas inutile de le faire remarquer — sensiblement égale à celle 
que nous avons trouvée dans les organes les plus riches en zinc 
chez les mammifères : le cerveau et le thymus. Il est malheu- 
reusement impossible d'évaluer la masse de sang qui corres- 
pond à celle des leucocytes séparés par ce procédé; car de 


(1) Hekma, Biochemische Zeitschrift, IL, p. 177, 1908. . 
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nombreux leucocytes échappent à la récolle, les uns parec 
qu'ils se sont déposés avec les globules rouges avant le siphon- 
nage et les autres parce qu'ils n’ont pas le temps de se sédi- 
menter au cours de la centrifugalion, celle-ci ne pouvant être 
que très courte sous peine d’entrainer trop de globulins. 

Il nous est donc impossible d'établir par différence la quan- 
tité de zinc qui revient aux globules rouges dans une masse de 
sang donnée; nous devons recourir à une épreuve directe, por- 
tant sur des globules rouges isolés aussi parfaitement que 
possible. Le seul procédé qui permette d'obtenir des globules 
rouges à peu près purs est la défibrinalion (qui entraîne la 
plupart des leucocytes), suivie de lavages répétés à l’eau salée 
physiologique. 

L'expérience nous a montré que les globules rouges du sang 
de lapin, séparés par cette méthode, ne renferment qu'une très 
faible proportion de zinc. 


Expérience. — 105 grammes de sang de lapin, pris dans la carotide, sont 
reçus dans un ballon renfermant des perles de verre, et défibrinés par 
battage. Le sang défibriné, filtré sur coton de verre, est lavé trois fois à la 
centrifuge avec de l'eau salée à 8 0/0. On a soin, à chaque décantation du 
liquide qui surnage, d'enlever la couche des éléments figurés qui se trou- 
vent à la limite de séparation du liquide et du culot globulaire. Quand l'opé- 
ration est terminée, celui-ci est mis à dessécher et le zinc y est recherché 
par la technique habituelle. 

Dans le résidu sec du culot, correspondant approximalivement à 95 grammes 
du sang primitif (on estime à 10 grammes environ les pertes produites au 
cours des manipulations), on ne trouve à l’analyse que 0 milligr. 9 de sui- 
fate de zinc, correspondant à 0 milligr. 36 de zinc, soit le septième environ 
de la quantité obtenue dans les analyses faites antérieurement sur le sang 
total de lapin. ; 


Ce résultat demande quelques commentaires. Le chiffre 
trouvé à l'analyse représente-t-il le zinc des globules rouges 
uniquement? le représente-t-il d'autre part en totalité? 

Si faible que soit ce chiffre, il tend à pécher par excès, 
puisqu'un certain nombre de leucocytes restent mélangés aux 
globules rouges et que ces leucocytes contiennent du zine pour 
leur part. Ne serait-il pas possible, par contre, que le chiffre 
péchât par défaut? Les globules rouges soumis à l'analyse 
n'avaient-il pas perdu quelque peu de leur zinc au cours des 
lavages qui leur avaient été imposés? Cette cause d'erreur est 
probablement minime. On sait, à la vérité, que les hématies, 
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isolées du plasma et transportées dans des solutions salines, 
peuvent céder à ces dernières certains éléments minéraux très 
diffusibles. Mais le zinc n’est probablement pas dans ce cas : 
comme tous les métaux lourds, il doit former, avec les consti- 
luants organiques du protoplasma, des combinaisons ou des 
complexes qui ne lui permettent pas de traverser aisément les 
membranes. Et de fait nous verrons que le zinc, lié aux consti- 
tuants organiques des venins, ne passe pas à la dialyse. Il faut 
convenir toutefois qu'une démonstration directe serait désirable. 

Toujours est-il que le zinc, s’il existe dans les globules rouges 
des mammifères, s’y trouve certainement en bien moindre 
quantité que dans les leucocytes. 


Si, après avoir établi la présence et le taux global du zinc 
dans le sang des vertébrés, nous avons eru devoir nous appe- 
santir sur sa répartition, c'est que l'étude de celte question 
pouvait nous permettre d’en résoudre une autre, d’un intérêt 
plus général : Le zinc est-il essentiellement un constituant cellu- 
laire ou fait-il aussi partie, comme le sodium ou le calcium, 
des minéraux circulants? Il est intéressant de constater que les 
éléments figurés sont à peu près seuls à contenir du zine, 
tandis que ce métal fait sensiblement défaut dans le plasma, 
dans l'humeur qui représente véritablement le milieu inté- 
rieur : le zinc est bien un constituant cellulaire essentiellement. 

Cette conclusion se renforce si nous considérons le taux de 
partage du zinc entre les leucocytes, qui en renferment relati- 
vement beaucoup, et les globules rouges, qui en contiennent 
peu. Il faut noter, en effet, que dans les globules rouges, surtout 
chez les mammifères, l’hémoglobine constitue presque toute la 
masse, tandis que la substance cellulaire proprement dite n’en 
représente qu'une portion minime : tout au plus un dixième. 
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CHAPITRE IV 


LE ZINC DES ORGANES ET DES TISSUS DANS LA SÉRIE ANIMALE 


Le zinc des organes et des lissus dans la série animale. — Les Mammifères. 
— Les Vertébrés ovipares. — Les Invertébrés. — Le zinc dans l'œuf, le 
lait et quelques autres sécrétions. 


Nous avons établi, par l'étude du sang, que la présence du zinc 
est constante chez tous les vertébrés, et que, dans le sang, ce 
métal est à peu près réservé aux éléments cellulaires. Nous de- 
vions alors nous demander si la même constance ne se manifes- 
terait pas pour tous les organes et dans toute la série zoologique. 

Il importait, pour élucider celte question, d'étendre nos 
recherches à un nombre d'espèces et d'organes suffisant pour 
nous autoriser à une conclusion générale. Des raisons de 
commodité nous ont naturellement conduit à utiliser de pré- 
férence des animaux que nous avions assez facilement à 
notre disposition et à faire plulôt choix des organes assez 
volumineux pour nous permettre des dosages. Dans certains 
cas, cette dernière condition n'ayant pu être remplie, nous 
avons dû, ou bien réunir plusieurs organes empruntés à 
divers individus, ou bien nous contenter de vérifier simple- 
ment la présence du zine; en règle générale il faut disposer de 
5 à 20 grammes de matière sèche, soit 25 à 100 grammes 
d'organes frais, pour obtenir des déterminations pondérales. 

Pour éliminer le sang autant que possible, nous saignions 
nos animaux à blanc. Les organes étaient immédiatement 
broyés.:et desséchés dans le vide, puis conservés en tubes 
scellés pour être traités ultérieurement. , 


Reste à exposer nos résultats. Nous les rapporterons sous 
forme de tableaux, en passant successivement en revue les 
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mammifères, les autres vertébrés et les invertébrés. En dernier 
lieu, nous signalerons les quelques données que nous avons 
recueillies sur l'œuf, sur la sécrétion lactée et sur quelques 
autres sécrétions. | 

Dans le dépouillement de nos analyses nous devons tout 
d'abord chercher, puisque tel'est notre but principal, jusqu'à 
quel point le zine est un constituant cellulaire constant dans 
toute la série animale. Or un simple coup d'œil, jeté sur les 
tableaux ci-après, suffit à montrer que cette Por. s'est 
vériliée sans aucune exception. 

Quant à fixer l’ordre dans lequel, au point de vue de la 
richesse en zinc, les organes se rangent les uns par rapport 
aux autres, soit EU e une espè èce de soit dans l'ensemble 
de la série animale, nous n’y saurions nine à sauf peut- 
être pour quelques-uns d'entre eux. 

Nous nous contenterons de donner, à cet égard, de rapides 
aperçus, dans les commentaires très brefs dont nous accompa- 
gnerons l’exposé de nos données analytiques, celles-ci formant 
l'essentiel de ce chapitre, documentaire avant tout. 


Mammifères. — Chez les mammifères, nous avons recherché 
et presque toujours dosé le zinc dans la plupart des organes 
et dans quelques tissus. Nous l'avons trouvé de façon con- 
stante, presque toujours en quantité notable el souvent en 
forte proportion. Celte proportion va jusqu'à atteindre dans 
certains organes, tels que les centres nerveux et le thymus, 
1 décigramme environ par kilogramme, soit près de 1/10.000° 
du poids frais. Ce taux du zinc paraîtra vraiment élevé, si l'on 
considère qu'il correspond sensiblement au taux du fer contenu 
normalement dans le foie de quelques mammifères et qu'il est 
très supérieur au taux moyen du fer dans les autres organes. 

Parmi les organes les moins riches, au contraire, il faut 
mentionner la rale, le muscle et la thyroïde, dont la teneur en 
zinc oscille en moyenne entre 1/40.000° et 1/60.000°. Dans 
l'intervalle se placent le foie, le pancréas, Le rein, la muqueuse 
duodénale, ete. [Il est bon de faire remarquer que le foie est, 
après le cerveau et le thymus, l'organe qui se montre habi- 
tuellement Le plus riche. 

Notons que le zinc n'existe qu’en faible proportion dans le 
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tissu osseux et le lissu cartilagineux; quant au lissu adipeux, 
il n'en renferme que des traces extrêmement minimes; mais 
rappelons en même temps que ces divers tissus sont peu 
fournis de substance cellulaire active. 


Tableau II. 


POIDS PROPORTION 
ESPÈCE |de matière analysée SO: Zu de Zn pour 
ORGANES à l'état 1.000 de matiere 
é : ANIMALE nee PESÉ 
Humide Sec Humide | Sèche 


Cerveau Chien. 3 | 19,62 0,092 
GEST Id. 12, 2: : DURE 0,087 
Thymus Bœuf. Où S 0,099 
Il Id. 0,073 
Lapin. 
Id. 
Chien. 
Bœuf. 
Chien. 
Bœuf. 
Lapin. 
Chien. 
Chien. 
Id. 
Muqueuse duodéxale .| Chien. 
Muqueuse gastrique .| Chien. 
Muscle Lapin. 
Id Chien. 
Bœuf. 
Thyroïde Cheval. 
Poumon Cheval. 
Epiderme Homme. 
Cheveux : Id. 
Cheval. 
d. 
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Une place à part doit être faite à l’'épiderme et à ses dérivés : 
les phanères. Dans les cheveux. les poils ou les crins, dans les . 
sabots, les ongles ou les cornes, aussi bien que dans l’épiderme 
lui-même, le {aux du zinc, rapporté au poids de matière sèche 
(seule évaluation possible dans ce cas particulier), s’est montré 
relativement élevé. Il est curieux que ces productions, dont 
l’activité physiologique est pourtant nulle ou insiguifiante et 
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qui sont comparables à des déchets, se trouvent être souvent 
plus riches en zinc que certains organes fonctionnellement très 
actifs, tels que le muscle. 

Faut-il supposer que la peau et ses’ annexes sont des voies 
d'élimination du zinc? L'hypothèse est des plus vraisemblables. 
On sait, en effet, que la peau et les phanères jouent précisé- 
ment un rôle d’excrétion vis-à-vis de certains métalloïdes et de 
divers métaux, appartenant normalement à l'organisme, ou 
accidentellement introduits. 

Enfin il est une donnée que nous avons déjà signalée plus 
haut et sur laquelle nous croyons devoir insister. Deux 
organes, avons-nous dit, se distinguent par leur teneur parti- 
culièrement élevée en zinc : les centres nerveux et le thymus. 
Or chacun d'eux présente une caractéristique biochimique 
importante à souligner : le tissu nerveux est, de tous les tissus 
de l'organisme, le plus riche en phosphatides: quant au 
thymus, c'est l'organe qui renferme la plus grande quantité 
d'acide nucléique. Nous aurons à utiliser ces rapprochements 
quand nous étudierons, plus loin, le rôle physiologique du 
zinc vis-à-vis de ces deux ordres de substances (V. tableau I). 


Vertébrés ovipares. — Chez les vertébrés ovipares, la 
recherche du zine dans les organes ne pouvait, pour des rai- 
sons pratiques, être poursuivie systématiquement dans chaque 
classe. Cela importait peu d’ailleurs, notre seul but immédiat 
élant d'établir, par un certain nombre d'exemples, la présence 
constante et générale du zinc dans les organes de ces animaux, 
sans vouloir préciser l’ordre de répartition. 

Les analyses sont résumées dans le tableau HIT. 

Certains résultats appellent quelques réflexions. 

Tout d'abord nous retrouvons, pour les quelques organes 
que nous avons eu l’occasion d'analyser dans cette série, la 
même hiérarchie que chez les mammifères, au point de vue de 
la richesse relative en zinc. 

C’est ainsi que chez les oiseaux — autant qu'il nous est per- 
mis de nous appuyer sur un seul exemple, celui du canard — 
nous avons trouvé le foie notablement plus riche que les 
muscles. 

Ainsi encore, chez les reptiles qu'il nous a été possible d'uti- 
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liser pour des analyses quantitatives, nous avons constaté qu'au 
même point de vue, le foie l'emporte toujours sur le muscle 
et que le rein, comme chez les mammifères, occupe une place 
intermédiaire. 


Tableau III. 


POIDS PROPORTION 
de matière analysée| SO'Zn de Zn pour 
ORGANES | ESPÈCES ANMALES à l'état | DRE 

PESE 
Humide Humide | Sèche 


Oiseaux : 
Canard re PA 5 850 
AQU TUE Dr us Ne DL ENED 
Muscle . . LM 6967 500 
Plumes. . MARS RENTE — 


Reptiles : 
Couleuvre à collier.| 33,750 
Vipère (V. Aspis). .| 54,440 

Id 


23,010 
Id. 13,600 
Id. 12,200 
Couleuvre. . . . . — 5.4 
Hu IMVIDere NEA SDS) 4,8 
Lea EPP PP VO AS re NAME Ne Présent|Présent|Présent 
BealersteINIOEUue 7. em) 2,150 |[Présent| — Présent 


Batraciens : 
Foie . . .| Grenouille g 0,021 0.072 
Muscle . . Id. RAR SE SE 
PEAU 0e Id. 
def ns ItiOrapaud ft 


Poissons : 
Foler te 
Muscle . . Id. FRE AMIE ENST £ eee M 
Rate 7. : RME RES Présenl|Pré 
Peau: ; 


Chez la grenouille et surtout chez l'anguille, qui seules, 
dans nos déterminations quantitatives, représentent respective- 
ment les batraciens et les poissons, la prépondérance du foie 
sur le muscle s’est à nouveau montrée évidente. L'anguille, soit 
dit en passant, nous a donné, pour le foie, la teneur en zinc la 
plus élevée que nous ayons obtenue chez les vertébrés à sang 
froid; notons en mème temps que le foie de l’anguille est par- 
liculièrement riche en phosphatides. 

Nous ajouterons que chez les vertébrés ovipares, comme chez 
les mammifères, la peau et tout particulièrement ses annexes 
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épidermiques se sont montrées relativement riches en zinc. 

Une dernière remarque : étant donnée l'abondance du zinc 
dans les venins des serpents, on aurait pu s’altendre à le trou- 
ver en forte proportion dans les organes de ces animaux. Or 
celte prévision ne s’est pas réalisée, du moins pour la vipère, 
“seul ophidien venimeux que nous ayons examiné à ce point de 
vue : le tissu hépatique de ce reptile renferme moins de zinc 
que celui du canard ou de l’anguille, et ses muscles sont à peine 
plus riches que ceux des mammifères. 


Invertébrés. — Chez les invertébrés, notre étude s’est limi- 
tée à un petit nombre. d'espèces, choisies de préférence parmi 
celles qui appartiennent aux groupes Les plus élevés en organi- 
sation et chez lesquelles les organes, mieux différenciés, sont, 
par le fait même, plus faciles à obtenir isolément. 

Ceux qui sont au bas de l'échelle zoologique ont paru à priori 
moins bien appropriés au but principal que nous avions en vue: 
à elle seule, la simple constatation du zine, chez de tels animaux 
n'eût pas été pleinement significative. En effet, ces êtres sont 
mal fermés au milieu extérieur, qui les pénètre plus ou moins: 
or ce milieu, et notamment l'eau de mer, habitat de la plupart 
d'entre eux, renferme notoirement du zine, à l’état de traces il 
est vrai. | 

Mème chez les mollusques et les crustacés, dont le milieu 
intérieur est relativement fermé, nous avons, pour éviter toute 
objection, examiné des espèces d’eau douce et d’autres exclusi- 
vement terrestres concurremment aux espèces marines. 

Chez ces animaux, dont le développement est d'ordinaire 
suflisant pour permettre d'examiner isolément quelques organes 
ou lissus, nous avons recherché le zinc tout particulièrement 
dans l’hépato-pancréas et les muscles. 

Chez les insectes, les arachnides, les annélides et les échi- 
nodermes, les espèces que nous avons eu à notre disposition ne 
nous ont permis qu'un examen global de l'animal entier. 

Dans tous les cas, qu'il se soit agi de l'animal total ou d'organes 
séparés, nous avons toujours pu manifester la présence du zinc. 

Quelques dosages nous ont même montré, dans les organes 
des mollusques et des crustacés, -des quantités de zinc généra- 
lement beaucoup plus grandes que dans les organes correspon- 
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dants des vertébrés. L'hépato-pancréas peut renfermer, chez 
certains de ces animaux, une proportion de zinc plusieurs fois 
supérieure aux maxima que nous avons enregistrés chez les ver- 
tébrés, soit dans le foie, soit dans le pancréas. Le taux du zinc 
dans le muscle est toujours plus élevé également que chez les 
vertébrés ; le muscle du tourteau et celui de l’écrevisse, par 
exemple, peuvent contenir de trois à quatre fois plus de zinc 
que les muscles des mammifères ou des oiseaux. 

Les chiffres da tableau IV donnent la proportion de zinc 
uniquement rapportée à la quantité de matière sèche mise en 
œuvre. | 


Tableau IV. 


POIDS SO‘Zn PROPORTION 


ORGANES ESPÈCE ANIMALE de matière de 
sèche 


analysée PESÉ Za p. 1.000 


Mollusques : gr. mer. 
Hépato-pancréas.| Escargot (Helix Pom.) . .1 6,750 6,1 0,366 
Id. Ricarde (Pecten Jacob.). .| 8,400 Ce 0,439 
MUSCIe Line INT BR ARAQR SE 2660 4,3 0,127 
Animal total. . .| Moule (Mylilus edulis). .| 14,500 3,8 0,106 
Crustacés : 
Hépato-pancréas.| Tourteau (Cancer pag.). .| 13,200 552 0,162 
MUSCIE MERE IE" ! IR RARE RER EE .| 40,500 9,2 0,355 
SAS Dei de Écrevisse (A4stacus fluv.) .| 4,090 2,8 0,277 
Insectes : 
Animal total. . .| Carabe (Carabus aureus) .| 11,580 Da 0,181 
GBA ET .| Mouche (Musca domest.). .| 2,350 |Présent.| Présent. 
Arachnides : 
Id. . . . . .| Araignée (Tegenariavulg.).| 1,860 |Présent.| Présent. 
Annélides : 
Id. . . . . .| Sangsue (Hirudo officin.).| 3,220 |Présent.| Présent. 
Échinodermes : 
Id. . . . . .| Oursin (Eschinusescul.). .| 4,306 |Présent.| Présent. 


L 


Le zinc dans l'œuf, dans la sécrétion lactée et dans quelques 
autres sécrétions. — Si le zinc est un élément essentiel de l'orga- 
nisme animal et si sa présence dans la cellule est physiologi- 
quement nécessaire, il faut, sans contredit, que ce mélal 
existe dans l'œuf, chez les ovipares, pour assurer le développe- 
ment de l'embryon. Nous avons néanmoins jugé bon de vérifier 
celte présomption par quelques recherches complémentaires. 
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Nous avons pu constater qu'en fait le zinc, comme le fer, est 
toujours présent dans l'œuf des oiseaux. Dans l'œuf de poule, 
où nous l'avons dosé spécialement, son taux atteignait à peu 
près la moitié du taux moyen qu'on assigne au fer : plusieurs 
analyses nous ont donné des chiffres variant entre À milli- 
gramme ef 1 milligr. 25 de zinc pour un œuf de 60 grammes 
environ. / 

Nous avons trouvé également ce métal dans l’œuf de la cou- 
leuvre et dans celui de la vipère. Des œufs de vipère, non 
encore développés, nous ont donné un chiffre de zinc qui, 
rapporté au poids de matière sèche, s’est montré sensiblement 
supérieur au chiffre relevé chez les oiseaux. 

Les mêmes considérations nous ont conduit à rechercher le 
zinc dans le lait. Nous avons pu nous assurer que dans cette 
sécrétion, indispensable au développement des jeunes mammi- 
fères, le zinc est aussi toujours présent. 

Sa quantité, évaluée dans le lait de vache, nous à paru asse, 
voisine de 2 milligrammes par litre; rappelons que la quantité 
moyenne de fer contenue dans le même lait est évaluée habi- 
tuellement à 5 milligrammes environ. 

Il était intéressant de rechercher le zinc dans d’autres sécré- 
tions, d'autant plus qu'on pouvait se demander si l’une d'elles 
ne constituerait pas, pour ce métal, une voie importante d'éli- 
mination. 

Pratiquement, nous ne pouvions guère utiliser à cet effet 
que des sécrélions de mammifères. 

Le venin de serpent contenant, comme nous le verrons, une 
proportion de zinc très considérable et les glandes salivaires, 
spécialement a parotide, représentant, chez les mammi- 
fères, les homologues des glandes venimeuses des reptiles, 
un intérêt particulier s’attachait à l’examen de la salive. 

Pour obtenir ce liquide dans des conditions aussi rappro- 
chées que possible des conditions physiologiques, nous nous 
sommes adressé à la sécrétion parotidienne du cheval, obtenue 
par fistule, au cours de la mastication, suivant le procédé clas- 
sique. Chose assez étonnante, même dans 110 centimètres cubes 
de salive, nous n’avons pu déceler aucune trace de zine. C’est 
même le seul cas où un produit organique animal nous ait 
donné un résultat absolument négatif. 
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Nous avons pu déceler ce métal, par contre, dans les autres 
sécrétions où nous l'avons recherché, mais nous ne l'y avons 
habituellement rencontré qu'en très faible quantité. 

Ainsi dans le suc pancréatique (suc de sécrétine) et dans la 
bile, nous l'avons toujours constaté; bien qu'il n'y fût jamais 
qu'en assez faible proportion, il nous suffisait néanmoins de 
20 à 30 centimètres cubes de liquide, au plus, pour le révéler. 
Je note en passant que les sucs pancréatiques les plus riches 
en zinc ont été ceux où j'ai vérifié que les éléments cellulaires 
étaient le plus nombreux. 

Le suc intestinal (obtenu par fistule de Thiry), débarrassé 
par centrifugation des nombreuses cellules qu'il contient tou- 
jours, nous a montré, lui aussi, des traces de zinc. 

Enfin on en peut déceler dans l'urine, à condition, il est vrai, 
d'opérer.sur des volumes assez grands. 

En somme, présence du zinc, en quantités faibles toutefois, 
dans toules Les sécrétions que nous avons examinées, la salive 
exceplée. Il n’est pas superflu de noter qu'ici comme dans le 
sang, c'est dans Les cellules ou les débris cellulaires, quand il 
en exisle en suspension, que le zinc semble dominer. 


Nous avons commenté au cours de ce chapitre, purement 
documentaire, certains faits qui nous ont paru intéressants, 
concernant Îles variations du zinc d'un organe à l’autre et 
divers échelons de la série zoologique. Mais la conclusion 
essentielle de ce chapitre, c'est que, dans tous les organes, 
chez tous les animaux, nous avons trouvé du zinc en notable 
proportion. 

Nos recherches, bien qu'assez étendues, ne nous ayant mis 
en présence d'aucune exception, il nous paraît difficile 
d'échapper à cette conviction, que le zinc est bien un constituant 
constant de toute cellule animale. 
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CHAPITRE V 


LE ZINC DES VENINS DE SERPENTS 


Constance du zinc dans les venins. — Sa quantité relativement très élevée. 
— Les Colubridés et les Vipéridés. — Expériences montrant que le zinc est 
« dissimulé » dans les venins. — Teneur élevée des venins en soufre. — 


Rapport quantitatif du zinc et du soufre. 


La constitution chimique des venins de serpents est encore 
très obscure. On sait depuis longtemps, il est vrai, que les 
venins, comme d’autres produits de sécrétion glandulaire, ren- 
ferment une très forte proportion de matières protéiques, asso- 
ciées à une pelile quantité de graisses et d'hydrate de carbone. 
On sait aussi que ces matières protéiques présentent des carac- 
tères assez différents dans les diverses catégories de venins; 
mais, à bien des égards, on est mal fixé sur leur nature. Il paraît 
établi cependant que, dans le venin de cobra, type des venins 
de Colubridés, les substances protéiques sont représentées, 
presque exclusivement, par des matières albuminoïdes apparte- 
nant au groupe des protéoses (1), auxquelles sont adjointes des 
globulines en faible proportion. Ces venins, soumis à l’action 
de la chaleur, donnent un coagulum peu important, el ne sont 
que très partiellement précipités par la dialyse ou l'addition de 
sulfate de magnésie à saturation. 

Les venins de Vipéridés, au contraire, sont, pour la plupart, 
relativement riches en substances albuminoïdes coagulables par 
la chaleur (globulines et albumines} et ils donnent, générale- 
ment, yn abondant précipité, lorsqu'ils sont soumis à la dia- 
lyse ou à l’action des sels en solution concentrée. 

Il est à noter que les premiers sont très résistants à l’action 


(1) Ces données résultent spécialement des travaux de Wir Mircneze et 
RercuzrT, de ceux de Wozrenpen, de Kanrnack et de Marrin. 


10% ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


destructive de la chaleur et qu'il faut, en général, atteindre 
une température égale, sinon supérieure, à 100° pour faire dis- 
paraîlre complètement leurs propriétés, alors qu'il suffit de 
chauffer les seconds à 70-75°, pendant un temps relativement 
court, pour supprimer presque entièrement la plupart de leurs 
actions physiologiques. 

Ces actions, d’ailleurs, considérées dans leur ensemble, sont 
assez distinctes dans les deux catégories de venins. Non seule- 
ment elles se différencient par leur intensité, mais elles pré- 
sentent des caractères propres, qu'il est intéressant de rap- 
peler. 

Injectés aux animaux, les venins de Colubridés, quelle que 
soit. leur voie de pénétration, se montrent essentiellement 
neurotoxiques; ils ne déterminent pas de lésions locales el 
n’altèrent que très faiblement les humeurs. Les venins de 
Vipéridés, par contre, très peu neurotoxiques, agissent princi- 
palement sur les éléments avec lesquels ils prennent immédia- 
tement contact : inoculés sous la peau, ils déterminent èn situ 
des lésions plus ou moins étendues; injectés dans le sang, ils 
produisent des thromboses ou provoquent des hémorragies (1). 

Les auteurs qui ont cherché à déterminer la nature et la 
composition des substances auxquelles sont liées ces diverses 
actions ne nous ont apporté, Jusqu'ici, que des données impré- 
cises ou des plus discutables. La plupart, cependant, sont 
d'accord pour admettre que les actions neurotoxiques sont plus 
particulièrement le fait des constituants protéosiques, alors que 
les actions sur les humeurs ou sur les tissus devraient être 
rapportées, soit aux albumines proprement dites, soit aux 
globulines. 

. [lest vrai que Faust (2) a cru séparer, de divers venins, et 
en particulier du venin de cobra, un principe chimiquement 
défini, l’ophiotoxine, qui, d’après lui, ne serait autre que le 
poison neurotoxique. L'ophiotoxine de Faust, substance ter- 
naire, de la nature des glucosides, aurait une constitution rap- 


(1) On trouve l'exposé détaillé de tous ces faits dans les ouvrages de CaL- 
METTE (Les venins, les animaux venimeux et la sérothérapie antivenimeuse, 
Paris, Masson, 1907) et de H. Noëucur (Snake venoms, publication of the 
Carnegie Institution; Washington 1909). 

(2) E.S. Fausr, Ueber Ophiotoxin aus dem Gifte der Ostende’ schen Brillen- 
schlange Cobra di Capello (Naja tripudians), Leipzig 1907, 24 p. 
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pelant celle des sapotoxines. Mais ces recherches n'ont jamais 
été vériliées, et nous-même (1) n'avons pu réussir, en répé- 
tant les expériences dans des conditions qui excluent la possi- 
bilité d'altérations microbiennes, à obtenir la substance que 
Faust avait isolée. 

Si l'attention des chercheurs a été retenue par l'étude des 
constiluants organiques des venins, elle ne s’est jamais fixée, 
jusqu'ici, sur celle de leurs constituants minéraux. 

Tout au plus savait-on que les venins ne laissent, à l’inciné- 
ralion, qu'une minime quantité de cendres, où l’on n’a signalé: 
que les éléments dont la présence est banale dans tous les 
liquides organiques. 

Des données nouvelles, dont on saisira plus loin la portée, 
devaient nous conduire à reprendre systématiquement l'étude, 
à peine ébauchée, des constituants minéraux des venins. 

Nous avions observé en effet que, parmi les actions caracté- 
ristiques de ces poisons, il en est qui sont incontestablement 
de nature diastasique. Or les travaux de ces dernières années 
avaient montré, à la suite des recherches initiatrices de Gabriel 
Bertrand sur les oxydases, quelle importance il fallait attri- 
buer, dans les actions des diastases, aux éléments minéraux 
qui les constituent ou qui leur sont simplement accouplés. 

Les actions diastasiques des venins, celles du moins qui 
leur sont propres et dont dépendent quelques-uns de leurs 
effets les plus curieux, n'étaient-elles pas subordonnées, elles 
aussi, à la présence d’un élément minéral particulier? Pour 
vérilier cetle hypothèse, il fallait reprendre tout d’abord l'étude 
des constituants minéraux des venins et refaire soigneusement 
l’analyse des cendres. 

En raison des petiles quantités de matière dont nous dispo- 
sions à l'origine, nous nous résolümes, ne fût-ce que pour 
orienter les recherches chimiques ultérieures, à soumettre tout 
d'abord à l'examen spectrographique les cendres de quelques 
venins. 

Avec l’aide de M. A. de Gramont, qui nous a fait très obli- 
geamment bénéficier de sa haute compélence dans cette 


(4) Cf. C. DELEzENNE et S. Leneer in Thèse de doctorat Sciences nalurelles 
S. Ledebt. Paris 1911. 
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recherche délicate, nous eûmes la satisfaction de voir se véri- 
fier immédiatement le fait essentiel qui allait fournir à notre 
hypothèse son premier point d'appui. Les cendres de trois 
venins différents examinés successivement (cobra, bungare, 
céraste) nous montrèrent dans le spectre des raies caracté- 
ristiques, décelant la présence, en assez forte proportion, d'un 
métal non relevé jusque-là : le zinc. 

Ce résultat fut corroboré par l'analyse chimique à laquelle 
nous soumimes immédiatement les mêmes venins. L'analyse, 
faite d'abord sur le résidu obtenu par incinération, nous 
montra que le zinc se trouvait effectivement dans ces venins 
en quantité considérable. Dans le venin de cobra par exemple, 
nous obtenions pour 1 gramme de venin sec, laissant à la 
calcination 27 milligrammes de cendres, 5 milligr. 3 d'oxyde 
de zinc, soit près de 20 °/, de la masse totale des cendres, dans 
lesquelles on ne trouvait d'ailleurs, à côté du zinc, que de la 
soude, de la potasse, de la chaux et de la magnésie. 

Nous étant rendu compte que, malgré toutes les précau- 
tions, l’incinération donnait des perles, nous lui substituâmes 
invariablement, dans la suite, la destruction de la matière 
organique par voie chimique, en utilisant la méthode de Neu- 
mann. Toutes les données dont nous aurons à faire état se 
rapportent exclusivement à des résultats _— par l'emploi 
de ce procédé. 

Nous avons étendu nos recherches à un grand nombre de 
venins, et répété plusieurs fois Les analyses pour quelques-uns 
d'entre eux, dont nous avions pu réunir des quantités assez 
grandes. 

Les venins utilisés avaient été, en bonne parlie, recueillis 
par nous-même sur des serpents envoyés directement au labo- 
ratoire de physiologie de l'Institut Pasteur; d'autres avaient été 
mis à notre disposition par plusieurs de nos collègues français 
et étrangers (1), qui avaient bien voulu se “charger d'en faire 
la récolte d’après nos indications. 

Les venins étaient prélevés sur les sphidiens vivants, par 


(1) Je dois remercier tout spécialement, à cet égard, MM. Calmette, 
Ch, Nicolle, E. Sergent, V. Brazil, Wilson, Denier, Bouet, Léger, Guyenot, 
Chatton, qui ont bien voulu nous procurer les serpents dont nous avions 
besoin ou se charger eux-mêmes de la récolte des venins. 
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expression des glandes ; ils élaient reçus dans de petits cristal- 
hsoirs stériles et mis aussitôt à dessécher dans le vide sulfurique 
ou sur le chlorure de calcium. Le résidu sec était conservé en 
tubes de verres scellés, à l'abri de la lumière, jusqu'au 
moment de l’analyse.: Avant de procéder à celle-ci, on prélevait 
la quantité voulue, on la pulvérisait et on avait soin d’en 
achever la dessiccation jusqu'à constance de poids. 

Avec les venins particulièrement riches en zinc, 2 à 3 déci- 
grammes de venin sec suffisaient habituellement pour un 
dosage précis; en général, toutefois, il nous a été possible d’en 
utiliser des quantités notablement plus grandes. Avec les 
venins les plus pauvres, il fallait employer au moins 0 gr. 5 à 
| gramme. 

La proportion de zinc obtenue a toujours été exclusivement 
rapportée au venin considéré à l'élat sec. D'ailleurs, celte éva- 
luation, qui était la seule pratiquement possible — nombre de 
venins n'ayant pas élé pesés aussitôt après la récolte — était 
aussi la seule qu'il importait d'établir, puisqu'elle exprimait 
le rapport du zinc à la quantité de matière fixe contenue dans 
les venins, et ceci indépendamment des variations, essentiel- 
lement contingentes, de leur richesse primitive en eau. 

Les résultats de nos analyses sont consignés dans le tableau V 
ci-dessous. Les venins y sont classés selon leur teneur respective 
en Zinc. 

La première donnée qui semble bien se dégager de ces 
recherches, c'est que le zinc est un élément constant des venins 
des serpents et qu'il s’y trouve toujours en proportion relative- 
ment considérable. 

Si l’on passe en revue les chiffres de nos analyses quantita 
tives, qui ont porté sur 14 venins d'espèces différentes, on voit 
que les plus pauvres en zinc en renferment encore plus de 
1/5 ceux qui en sont le plus abondamment fournis peuvent 
en contenir de 5 à 6°/,.. Cette quantité paraîtra certainement 
très élevée si nous rappelons que, dans la substance animale 
de beaucoüp la plus riche en fer, l'hémoglobine, ce métal 
existe en proportion qui ne dépasse sensiblement pas 3,3 °/,. 

Une autre donnée qui mérite également d’être soulignée et 
sur laquelle nous aurons à revenir, c'est que les venins se 
rangent, au point de vue de leur teneur en zinc, en deux caté- 
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gories. Or, par une concordance remarquable, cette séparation 
en deux groupes se superpose précisément au classement 
zoologique des ophidiens venimeux : dans le venin des Colu- 
bridés, beaucoup de zinc; dans celui des Vipéridés, relative- 


ment peu. On sait au surplus — nous l’avons rappelé déjà — 
Tableau V. « 
POIDS SO“Zn PROPORTION 
VENINS du venin sec , de Zn 
analysé PRSE pour 1.000 « 


Colubridés : : gr. mgr. 

Naja tripudians (Cobra). . . . . . 0,990 13,1 5,6 
(CÉRES OTEN et e 0,490 155 5,4 
FONTSR N SRE 1,122 14,4 5°2 
IUT EEE Rp SERRE HHSESE 0,830 10,2 4,9 

NOTE PULTE es Re EU bIIE 2e JOUE MERE 0,350 il 4,2 

BUNOUTUSICERLLEUS NE EEE 0,872 9,4 4,3 

A. A0 EVE ARR GANT 0,900 9,5 42 

SODEDOT SES Dale tale lee MERE LENCO 0,468 3,9 359 

Hoplocephalus variegatus . . . . . . 0,698 5,6 3,2 

INC NL TICOURS ENTRER 0,375 2,9 3,1 
Vipéridés : 

Gerastes/cornulus . 1. =. 0,850 4,9 2,3 

CRE 0,925 4,8 2,1 

Cerasles vipera . . . 0,600 Se 2,2 

Bothrops lanceolatus Le 0,750 55 479 

Trimeresurus riukianus . . . . 0,503 Du az 

Piperalehetinnt (2. ARTE 0,480 425 453 

Vipera aspis 0,885 2,9 463 

CRE Re AR SRE A 0,760 2 474 

BLIRSNGLbON CHERE EMEA ! 0,570 RG 452 

BUS SORTIE ANSE RE DT EDEN 0,635 1165 454 


que ces deux groupes se distinguent également par l'intensité 
et la nature des effets que produisent leurs venins. 

A cette règle nous n'avons du moins trouvé aucune excep- 
tion. Dans la première série figurent bien exclusivement les 
venins des Colubridés : leur teneur en zinc a varié entre 5,6 et 
3,1 °/0 et il est à remarquer que le venin de côbra indien, qui 
est le plus toxique, est aussi celui dont le taux a été le plus 
élevé. Dans la seconde série, par contre, nous ne trouvons que 
des venins de Vipéridés, avec une teneur en zinc notablement 
plus faible : 2,3 à 1,1 °/,.. Notons que les plus pauvres, ceux de 
Vipera Aspis et de Bitis arietans, qui renferment près de 5 fois 
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moins de zinc que le venin de cobra, sont, de tous les venins 
étudiés, ceux que l’on considère généralement comme les moins 
toxiques. Nous verrons plus loin, d’ailleurs, dans quelles con- 
dilions et dans quelle mesure la relalion que nous'venons de 
signaler peut ètre précisée. 

Après avoir établi la constance du zinc dans le venin des 
serpents, la première question que nous avions à résoudre était 
de savoir si ce métal s'y trouve sous la forme d’un sel ou s’il 
est assez profondément engagé dans une molécule organique 
complexe pour être complètement «dissimulé » aux réactifs, 
comme le fer dans l'hémoglobine, par exemple. Pour nos 
recherches sur ce point, nous avons utilisé uniquement le 
venin de cobra. 

Deux ordres de faits concordants nous permettent d'affirmer 
que, dans la sécrétion venimeuse, le zinc est bien lié aux 
constiluants organiques et non pas simplement éliminé sous la 
forme d’un sel minéral tel qu'un chlorure, un sulfate ou un 
acétate. 

Le zinc du venin de cobra, en effet, n’est pas précipitable 
par l'hydrogène sulfuré et n'est pas séparable par la dialyse.. 
Nous pouvons ajouter que la combinaison dans laquelle ce 
métal est engagé est assez stable pour ne pas être dissociée 
par l'acide chlorhydrique, mème au titre de # °/,,. Une solu- 
on de venin de cobra, mise aseptiquement à dialyser en pré- 
sence d'un volume considérable de la solution d'HCI, conserve, 
pour ainsi dire intégralement, le zinc qu’elle renfermait pri- 
mitivement, même quand l'opération de la dialyse est pro- 
longée et le liquide extérieur fréquemment renouvelé. 

Dans une expérience, avec un venin qui renfermait primitive- 
ment 12 milligr. 6 °/,, de zinc, nous avons obtenu 10 milligr. 9 
après une dialyse de 3 jours. Notons combien cet écart est mi- 
nime, et ajoutons qu ilne démontrerait pas qu'une fraction même 
très faible du zinc ait été libérée par HCL ILest bien cennu, en 
effet, que les venins, et tout spécialement ceux qui sont riches 
en protéoses, comme le venin de cobra, peuvent traverser les 
membranes ; et en effet nous avons pu nous assurer que, dans 
nos expériences, une petite portion du venin total se retrou- 
vait toujours dans le liquide extérieur, à la fin de la dia- 
lyse. | 


110 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


S'il est hors de doute que le zinc est organiquement lié dans 
le venin, il est plus difficile de déterminer la nature de la 
substance dont ce métal est un des éléments constitutifs ou à 
laquelle il est tout au moins très intimement associé. S'agit-il 
d'une substance protéique? Oui, vraisemblablement, puisque, 
d'une part, les venins sont essentiellement constitués par 
des substances de cet ordre, et que l’on sait, d'autre part, 
avec quelle facilité certaines matières protéiques s'unissent 
aux mélaux ou à leurs sels pour former des combinaisons 
ou des complexes dans lesquels le métal est (otalement dissi- 
mulé., 

Tel est le cas de l'hémoglobine, tel est aussi celui des com- 
plexes protéosiques que la chimie sait depuis longtemps 
réaliser. Comme. les venins renferment précisément des sub- 
stances du groupe des protéoses, n'est-ce pas à elles que le 
zinc serait uni? On serait d'autant plus porté à le supposer que 
les venins les plus riches en zinc sont aussi ceux qui paraissent 
les plus riches en protéoses. Nous avons rappelé plus haut que 
le venin de cobra (et il en est de même de la plupart des venins 
de Colubridés) est un de ceux que l’on considère comme ayant 
la teneur la plus élevée en protéoses; il est justement aussi 
celui dans lequel le zinc est le plus abondant. Sans vouloir 
attribuer à ce rapprochement une signification que justifieraient 
peut-être insuffisamment le trop petit nombre de faits sur les- 
quels il s'appuie, j'ai cru cependant intéressant de le signaler 
comme pouvant susciter de nouvelles recherches. 

L'étude chimique des venins nous a d’ailleurs fourni d'autres 
données qui sont, croyons-nous, non moins suggestives. 

Chose curieuse, si les venins sont très riches en zinc, ils 
sont aussi particulièrement riches en soufre, si bien que ces 
deux éléments, si on les dose dans une série de venins diffé- 
rents, montrent un parallélisme frappant. 

Un premier essai de dosage du soufre, fait dans le venin de 
cobra, nous avait montré que ce ete existait, dans Île 
venin analysé, en quantilé véritablement considérable. Nous y 
trouvions, — rapporté à la quantité de matière sèche mise en 
œuvre — plus de #°/, de soufre. Ce taux, on le voit immé- 
diatement, est celui des matières protéiques animales Îles 
plus riches en soufre et il ne se rencontre que dans la kératine 
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des annexes épidermiques, telles que les cheveux, lés poils, 
les cornes, etc. On sait que les matières albuminoïdes propre- 
ment dites, même les plus riches en soufre, n’en renferment 
guère plus de 0,5 à 1,5 °/.. 

Cetle observation devait nous conduire à analyser parallèle- 
ment le soufre et le zinc dans les venins et à rechercher si, dans 
la série de ceux dont nous disposions, il était possible de trouver 
un rapport entre ces deux constituants. 

Le dosage du soufre et celui du zinc ont toujours été faits sur 
trois portions séparées provenant d’un même venin préalable- 
ment desséché. L'une de ces.portions était utilisée pour le 
dosage du zine, les deux autres pour le dosage du soufre. Ce 
dosage n’était considéré comme valable que si l’on oblenaïtdes 
chiffres concordants dans les deux analyses. 

Pour doser le soufre, la matière organique était détruite par 
le procédé de Carius (chauffage, en tube scellé, à 180° en pré- 
sence d'acide nitrique nitreux); le résidu, évaporé à sec, ipuis 
traité par l'acide chlorhydrique pour éliminer la silice, était 
redissous dans l’eau légèrement acidulée par HCI et additionnée 
d'une solution de chlorure de baryum. Le précipité de sulfate de 
baryum obtenu était soigneusement lavé, calciné et pesé. Le 
poids obtenu, multiplié par 0,137 (coeflicient de Denigès), 
donnait la quantité de soufre contenu dans l'échantillon 
examiné. | 

Le tableau suivant indique l’ensemble des résultats fournis 
par l’analyse de 11 venins différents. En regard des chiffres qui 
donnent la proportion de soufre p. */,, nous avons fait figurer 
ceux qui indiquent la proportion de zinc trouvée dans des ana- 
lvses correspondantes ou, pour quelques venins, ceux qui 
résultent de la moyenne de plusieurs dosages faits sur des 
échantillons différents. 

La seule inspection de ce tableau (T. VI) montre que le soufre, 
comme le zinc, existe toujours en forte proportion dans les 
venins. Ceux dans lesquels son taux est le plus élevé peuvent 
en contenir près de 5 °/, alors que les plus pauvres en renfer- 
ment encore près de 2 °/,. Mais une autre donnée plus intéres- 
sante se dégage de nos analyses : c'est dans le venin des Colu- 
bridés que le soufre, comme le zinc, se trouve en quantité parti- 
culièrement élevée; on peut dire qu'en moyenne, ces venins 
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renferment deux fois plus de soufre que les venins des Vipé- 
ridés. Si, dans chaque catégorie de venins, on n’observe pas un 
parallélisme absolument rigoureux dans les teneurs respec- 


Tableau VI. 
FE Tir PROPORTION | PROPORTION 
VENINS du venin sec | SO‘Pa pesé ù 3 
ral ee de S p. 100 de Zn p. 1.000 
Colubridés : CRE CE 
Naja lripudians. 0,3489 0,1166 4,2 l 
Id. Me 1 LE Ross 00660 446 | 92 
Bungarus cæruleus . . 0,2162 0,0754 4,79 4,3 
Maashases do UNE 0,2501 0,0848 4,49 4.2 
DéDETON MEN bel. NON 0,1679 0,0468 3,83 33 
Hoplocephalus variegatus. 0,3450 0,9230 3,68 3,2 
Vipéridés : 
Cerastes cornulus . . . 0,2210 0,008 200 2 2 
Id. MASSE MO MEDS 0,0320 2,55 
Bolhrops lanceolatus. . . 0,3785 0,0667 2,47 4,9 
Trimeresurus riukianus . 0,5039 0,0866 2,36 47 
Viper lebetina . . . . . 0,1682 0,0236 4,92 4,3 
Bu S\ATeLONS MERE 02311 0,0303 4,80 at 
BIS IGUbONICLAE LE UEMREE 0,1811 0 ,0230 4,69 452 


tives en soufre et en zinc äccusées par chacun d'eux, il n’en 
est pas moins évident qu'il existe entre les deux éléments dont 
il s’agit un rapport étroit, qui ne saurait être fortuit. 

Le zinc ne serait-il pas engagé, précisément, dans une com- 
binaison ou un complexe protéique particulièrement riche en 
soufre et n'est-ce pas à ce métalloïde qu'il serait directement 
lié? Une étude plus approfondie des constituants des venins 
permettra sans doute de savoir s’il en est réellement ainsi. 

Nous avons déjà abordé cette étude délicate, que nous nous 
proposons de poursuivre avec la collaboration de notre 
collègue et ami M. Fourneau. 
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CHAPITRE VI 


DÉDOUBLEMENT DES PHOSPHATIDES ET DES ACIDES NUCLÉIQUES 
PAR LES VENINS — RELATIONS AVEC LE ZINC 


Quelques mots d'historique. — Le « cobralécithide » de Kyes. — Hypothèse 
d'une action diastasique des venins sur la lécithine. — Nos recherches 
personnelles. — Action du venin de cobra sur le sérum de cheval. — Les 
phases de cette action. — Action sur le vitellus d'œuf. — La lysocithine. — 
Les propriétés hémolytiques de divers venins et leur teneur en zinc. — 
Dédoublement des acides nucléiques par les venins. — Action sur l'acide 
nucléique de la levure et sur l'acide thymo-nucléique. — Les propriétés 
nucléolytiques de divers venins et leur teneur en zinc. 


Nous avons montré que le zinc existait, en quantité relative- 
ment élevée, dans tous les venins de serpents, et que son abon- 
dance y était en rapport, tout à la fois, avec l'intensité et avec la 
nature des effets produits par ces poisons. Dès lors, tout permet 
de penser que le zinc conditionne étroitement les processus 
dont résulte, en dernière analyse, l'action toxique des venins. 

Le moment est venu de chercher à quel titre il intervient 
dansces processus. Mais ceux-ci, eux-mêmes, en quoi consis- 
tent-ils? Quel était, à leur sujet, l'état de nos connaissances 
avant que l'intervention du zinc ne fût établie? Cette question 
présente, on le conçoit, un intérêt capital au point de vue qui 
nous occupe. On ne s'étonnera pas si nous croyons devoir lui 
consacrer quelques développements : il s’agit là de données 
relativement neuves, qui nous sont en grande partie person- 
nelles et qui ont précisément servi de point de départ aux 
recherches qui font l'objet du présent travail. 


APERÇU HISTORIQUE. 


Jusqu'à ces dernières années, on peutbien dire que le rôle des 
diastases dans l’action physiologique des venins avait été com- 
plètement méconnu; c’est à peine mèmes’il avait été envisagé. 
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On savait que les venins, comme les loxines, présentent des 
caractères qui avaient déjà permis de les rapprocher, à cerlains 
égards, des ferments solubles. On leur avait même reconnu 
quelques propriétés diastasiques, mais celles-ci, du .reste 
assez banales, ne paraissaient jouer aucun rôle dans les effets 
toxiques (1). 

Cette manière de voir semblait si évidente que Noguchi, un 
des savants qui ont le mieux étudié le venin dans ces dernières 
années, écrivait : « Le venin des serpents contient un groupe 
d'agents toxiques entièrement différents des. ferments des. 
aulres glandes... Il semble tout à fait certain, ajoute-t-il, 
que les effets neurotoxiques, hémolytiques, agglulinants des 
venins ne sont pas dus à l’action de ferments protéolytiques. 
Les ferments lipolytiques peuvent paraîlre, à quelques égards, 
avoir affaire avec les actions hémolytiques et agglutinantes 
des venins, mais, vu leur faible pouvoir de dédoubler la 
lécithine ou les graisses neutres, ils ne peuvent pas être les 
principes auxquels il faut attribuer l’hémolyse considérable 
que produisent certains venins. » 

Pourtant il restait permis de supposer que, dans les venins, 
à côté des diastases connues, il en existe d’autres auxquelles, 
de façon plus ou moins directe, les actions toxiques pourraient 
se raltacher. C’est guidé par cette idée que nous avions, il y a 
déjà près de dix ans, entrepris une série de recherches sur 
l'action hémolytique des venins. 

Parmi les multiples actions physiologiques des venins, 
celle-ci était à la fois une des plus simples à analyser et une 
des plus importantes au point de vue doctrinal, puisque c’est 
précisément dans l'étude de l'hémolyse par les venins qu'Ebrlich 
et sesélèves avaient cru trouver un des fondements les plus soli- 
des de leur conception générale des phénomènes d’immunilé. 


(1) Fzexxer et Nocucur (Univ. of Pennsyl. Med. Bull., 1902); Lauxov (Acad. 
Sciences, 1902) et moi-même (Acad. Sciences, 1902) avons montré que la plupart 
des venins atlaquent faiblement la gélatine, la caséine et la fibrine. J'ai 
indiqué d'autre part (Lect. Acad. Méd., in Presse Méd., 1910) qu'ils peuvent 
coaguler Le lait et kinaser le suc pancréatique inactif (Acad. Sciences, 1902); 
Neuserc et RosengerG (Berl. klin. Wock., 1907) leur ont attribué, en outre, le 
pouvoir de dédoubler faiblement les graisses. 

L'étude de ces diverses actions diastasiques a été reprise récemment par 
Houssax et NeGrxre (Revisla del Instiluto Bacteriologico de Buenos Aires, 1918) 


qui ont fourni à leur sujet de nouveaux et très intéressants documents. 
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Pour saisir tout l'intérêt de la question, il faut se rappeler 

comment elle se présentait au moment où nous l'avons abor- 
dée : 
On connaissait depuis longtemps l'action hémolysante des 
venins et l’on avait appris, par les expériences de Flexner et 
Noguchi (1), que la présence d’une trace de sérum sanguin est 
indispensable (2) pour que cette aclion se manifeste; Kyes(3), 
à son tour (en parlie avec Sachs), avait montré que la substance 
à laquelle le sérum doit son pouvoir complémentaire vis-à-vis 
du venin — substance thermostabile (Calmette) (4) et soluble 
dans l'éther — était vraisemblablement la lécithine. Il s’assu- 
rait, d'ailleurs, qu'on obtient les mêmes résultats en substi- 
tuant la lécithine au sérum lui-même. Kyes admit, conformé- 
ment à la doctrine d'Ebrlich, que la lécithine devait former, 
avec un principe du venin, une véritable combinaison dont 
dépendait directement l’action hémolysante. 

Démontrer que ce corps était bien une entité chimique, avait 
pour l'école d'Ehrlich une importance considérable : c'était 
apporter un argument de fait, presque décisif, à la théorie 
chimique de l'immunité, alors vivement battue en brèche par 
quelques biologistes et en particulier par Bordet. 

Cet argument, Kyes crut l'avoir apporté. En agilant une 
solution aqueuse de venin avec une solution chloroformique 
de lécithine, il obtint un corps nouveau, dont les caractères 


(1) Fzexner et Nocucur, Snake venom in relation to hemolysis, bacterio- 
lysis and toxicity. Journ. of. Exp. Med., t. VI, p. 2717, 1902 et Univ. of Pennsyl. 
Med. Bull., t. XVI, p. 438, 1901-1902. 

(2) Il faut noter cependant qu'il existe quelques espèces globulaires direc- 
tement sensibles à l'action de certains venins. L'’hémolyse dans ce ‘cas 
résulte de l'attaque de la lécithine endoglobulaire (Coca). 

(3) Kvxes, Ueber die Wirkungsweise des Cobragiftes. Bert. klin. WocA., 
t. XXXIX, p. 886 et p. 918, 1902. è 

Kxes et Sacas, Zur Kenntniss der Cobragift activierenden Substanzen. Bert. 
klin. Woch., t. XL, p.21 et p. 57, 1903. 

Kves, Uber die Isolierung von Schlangengift-Lecithiden. Berl. klin. Woch., 
t. XL, p. 956 et p. 982, 1903. 4 

Kxes, Cobragift und Antitoxin. Berl. klin. Woch., t. XLE, p. 494, 1904. 

Kves, Lecithin und Schlangengift. Zeitsch. f. physiol. Chem., t. XLI, 
p. 213, 1904. 

Kves, Bemerkungen über die Lecithinbildung. Biochem. Zeilsch., &. VIE. 
p. 42, 1908. : 

Kves, Venom hemolysis. Journ. of Infect. Diseases, t, VII, p. 181, 1910. 
(4) Cauwerre, Sur l’action hémolytique dun venin de Cobra. C. R. Ac. Sc., 


t. CXXX VIII, p. 1079, 1902. 
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n'étaient ni ceux de la lécithine, ni ceux du venin primitif, et 
qui possédait des propriélés hémolytiques extrêmement éner- 
giques; à ce corps, il donna le nom de « cobralécithide ». 

L'existence du « cobralécithide » ne fut cependant pas admise 
sans conteste. Lüdeke (1) émit l'opinion qu'il s'agissait, non 
pas d’une combinaison du venin avec la lécithine, mais d’un 
dérivé de cette dernière substance, résultant peut-être d'une 
action diastasique du venin; Dungern et Coca (2), puis Manwa- 
ring (3) adoptèrent la même opinion, mais sans l’appuyer d’au- 
cun argument vraiment démonstratif. D’autres enfin, comme 
Arrhenius (4) et Bang (5), refusèrent toute espèce de valeur 
aux interprétations que nous venons de rappeler, quelles 
aw’elles fussent. Bang alla même jusqu’à dénier à la lécithine 
toute participation au processus hémolytique. 
* Tel était l’état de la question au moment où nous en avons 
repris l'étude avec notre élève M" Ledebt, étude que nous 
avons poursuivie ensuite, pour la partie spécialement chimique 
avec notre collègue M. Fourneau. 

On verra plus loin comment ces recherches devaient nous 


S re 


inviter à étudier l’action des venins sur les acides nucléiques. 


Ces travaux se rattachent tous étroitement à notre étude 
actuelle, car il nous ont amené à mettre en évidence dans les 
venins des diastases assez spéciales pour que l’on y pût soup- 
conner la présénce d'un métäal particulier. De fait, nous y avons 
trouvé le zinc. Mais malgré la concordance de ce résultat avec 
l'idée directrice, il n’était pas superflu de rechercher, en outre, 
des relations quantitatives entre l’activité des diastases consi- 
dérées et l'abondance relative du zinc dans les venins divers, 
Comme nous le verrons, ces sortes de relations existent réelle- 


(1) Lüpeke, Zur Kenntniss der Glycerinphosphosaüre und des Lecithins. 
Inaug. Dissert., Munich; 1905. 

(2) Duncenx et Coca, Ueber Hemolyse durch Schlangengift. Münch. med. 
Woch., t. LIV, p. 2317, 1907. 

(3) Mañwarin6, Ueber die Lecithinase des Cobragiftes. Zeitsch. f. Immuni- 
tälsf., L VE, p. 513, 1910. 

(4) ArRuENIUS, Hemolytische Versuche. Bioch. Zeitsch., t. XI, p. 161, 1908. 

(5) BaxG (J.), Cobragifte und Hemolyse. Bioch. Zeilsch., t. XI, p. 521, 1908. 

Banc (J.), Zur Frage des Cobralecithids. Zeitsch. f. Immunitätsf. Or. t. VIII, 
p. 202, 1910. 
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ment, témoignant que le zinc est bien un çonstituant spécifique 
des ferments dont il est question. 

Somme toute, diastases des venins el zinc des venins sont 
choses indissolublement liées. 

Logiquement donc, c'est de façon assez explicite que nous 
devrions rapporter ici les faits que nous avons observés en 
mettant en œuvre, dans des conditions expérimentales appro- 
priées, les diastases les plus caractéristiques des venins. Qu'on 
nous permette, néanmoins, de nous contenter, à leur sujet, 
d'un rappel assez suceinct et de renvoyer, pour plus de détails, 
. à des publications antérieures où nous les avons exposées. 


« 
I. — DIASTASES DES VENINS ET HÉMOLYSE. 


RELATIONS AVEC LE ZINC. 
[| 


Avec M'° Ledebt (1), nous avons élucidé les rôles respec- 
tifs du venin et du sérum dans la destruction des globules 
rouges, en montrant que le venin contient une diastase, dont 
l'action sur le sérum aboutit à la formation d’une hémolysine. 

Cette démonstration, nous n'avons pu la mener à bien qu'en 
modifiant la technique suivie jusque-là. Après avoir mélangé 
du venin de cobra et du sérum de cheval en de certaines pro- 
portions, nous abandonnions d’abord les mélanges à eux- 
mêmes; ensuite, pour suivre, élape par élape, la marche du 
processus, nous prélevions de temps en temps une fraction du 
liquide, que nous faisions agir sur les globules rouges, suivant 
des proportions déterminées. 

On ne peut obtenir de résultats exacts et clairs quand, 
l'exemple de lous nos prédécesseurs, on ajoute d'emblée les 
globules rouges au mélange, car ceux-ci entravent rapidement 
la réaction réciproque du venin et du sérum et les faibles 


(4) GC. DeLezenNE el S. Lepegr, Aclion du venin de cobra sur le sérum de 
cheval. Ses rapports avec l'hémolyse. C. A. Ac. Sce., t. CLII, p. 190, 1911. 

C. Decezenne et S. Lenesr, Nouvelle contribution à l'étude des substances 
hémolytiques dérivées du sérum et du vitellus de l'œuf. C. R. Ac. Sc., t. CLV, 
p. 1101, 1912. 

S. Leoeer, Contribution à l'étude biologique des venins. Thèse doct. 
sciences naturelles, Paris, 1914. 
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doses de venin, particulièrement intéressantes à étudier, restent 
inefficaces. Évitant cet écueil, nous avons vu les phénomènes 
se développer avec une régularité qui ne permettait plus 
aucune hésitalion sur leur nature. 4 

Leur évolution se déroule en plusieurs phases : 


A.— Dans une première phase, on voit le pouvoir hémoly- 
tique du mélange s’actroître jusqu'à un certain maximum. Ce 
maximum dépend'uniquement de la quantité de sérum et non 
de la quantité de venin, si variable que celle-ci puisse être. Il 
est atteint d'autant plus rapidement que la quantité de venin 
est plus forte et la température plus proche d'un optimum. A ces 
différents traits, on reconnaît déjà le type d’un processus dias- 
tasique, dans lequel le rôle de diastase est tenu par le venin. 

Nous avons constaté que la substance hémolysante, engen- 
drée par ce processus, dérive des phosphatides du sérum, car 
ceux-ci disparaissent au cours de la réaction. Cette substance 
résiste à la température d’ébullition. Elle n’est pas neutralisée 
par le sérum anlivenimeux. Nous avons établi que le venin 
n'entre certainement pas dans sa constitution, attendu qu'il est 
possible de l'isoler finalement du mélange et de lui faire 
opérer, sur une nouvelle quantité de sérum, une réaction iden- 
tique à la précédente. | 


B. — Le pouvoir hémolytique du mélange venin-sérum, 
après avoir passé par un maximum, s alténue progressivement 
et finit par disparaître. Cette inactivation résulte aussi d'une 
action diastasique exercée par le venin. D'une part, en effet, 
pour l'empêcher de se produire, il faut et il suffit qu'on ajoute 
au mélange parvenu à l'activité maximale la quantité de 
sérum antivenimeux dont l'effet neutralisant correspond exac- 
tement à la dose de venin primilivement introduite; on observe 
alors ce fait, en apparence paradoxal : le sérum anlivenimeux 
conservant à un mélange hémolylique venin-sérum ses pro- 
priétés toxiques pour les globules. 

On peut, à la fin de la seconde phase, comme à la fin de la 
première, séparer les produits formés et en faire l'étude. Une 
partie de ces produits, d’ailleurs, se sépare progressivement, 
au cours du processus, par précipitation spontanée. Le préci- 
pité, formé de globoïdes biréfringents donnant la croix de 
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polarisation, est constitué presque exclusivement par du savon 
calcique ; dans Le cas du sérum de cheval, nous avons constaté 
avec E. Fourneau qu'il s'agissait de stéarate de calcium. 

Dans cette phase, le venin, qui avait libéré précédemment 
l'hémolysine, aux dépens des phosphatides du sérum, la 
dédouble et met en liberté l'acide gras qu'elle renferme, et 
c'est cet acide gras qui donne des savons calciques avec la 
chaux du sérum. Ajoutons que l’inactivation ne peut se pour- 
suivre en l'absence de chaux dissoute; elle s'arrête, en effet, 
quand, par précipitation ou par dialyse, on soustrait au milieu 
la chaux qu’il contient, et elle recommence à évoluer quand on 
la lui restitue. 


C. — Les mélanges, une fois devenus totalement inactifs, 
ont acquis, en outre, un pouvoir empèchant’ syr divers pro- 
cessus hémolytiques déterminés par les venins. | 

Dans les mélanges venin-sérum parvenus au terme de leur 
évolution, le venin n’a pas disparu. En effet, il suffit d'y intro- 
duire une nouvelle quantité de sérum pour voir se reproduire 
la série des transformations que nous avons dites; l'expérience 
peut d’ailleurs être répétée un grand nombre de fois par des 

_additions successives de sérum. 

Après les recherches qui précèdent, 11 devenait vraisembla- 
ble que le « cobralécithide » de Kyes n'élait autre qu'un pro- 
duit résultant de l’action diastasique du venin sur la lécithine. 
Tel est en effet le cas; nous avons pu nous en assurer, avec la 
collaboration de M'° Ledebt (1), en faisant agir le venin sur la 
lécithine elle-mème. 

Nous avons d'abord opéré sur la lécithine isolée, mais bien- 
tôt nous: avons préféré, pour des raisons d'ordre technique, 
employer une émulsicn du vitellus de l'œuf, où la lécithine, 
finement divisée, se présente dans un état particulièrement 
favorable à l’attaque des ferments. 

D'une façon générale, nous avons suivi, pour étudier les 
mélanges venin-vitellus, la méthode que nous avions déjà 
appliquée aux mélanges venin-sérum, et nous avons vu appa- 


(1) C. DeLezenne et S. Lepesr, Formation de substances hémolytiques et de 
substances toxiques aux dépens du vitellus de l'œuf soumis à l'action du 
venin de cobra.C. R. Ac. Se.,t. CLIIT, p. 81, 1911, et Thèse S. Lepegr, Paris, 1914. 
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raître, puis se développer jusqu'à un certain maximum, un 
pouvoir hémolytique croissant. Contentons-nous de rappeler 
que le processus manifestait ici encore, et de la façon la plus 
nette, sa nature diastasique. On pouvait également, une fois la 
réaction terminée, récupérer le venin (par précipitation par 
l’alcoo! absolu) et lui demander, en l’ajoutant à du vitellus, un 
nouveau cycle d'effets identiques. 

Il existe donc dans le venin un ferment qui dédouble la 
lécithine, et ce dédoublement, nous le verrons plus loin, est 
d'un type particulier, qu'on n'obtient pas avec d’autres ferments 
lipolytiques. La lipase pancréatique, notamment, n’engenidre 
pas d’hémolysine aux dépens du vitellus, bien qu'elle en 
dédouble les graisses. D'autre part, le venin, qui atlaque si 
aisément les phosphatides, est tout à fait inactif vis-à-vis des 
graisses neutres. 

Notons que l'addition préalable de sérum antivenimeux 
spécifique au mélange vitellus-venin empêche complètement 
la transformation de la lécithine et le développement des pro- 
priétés hémolytiques ; quand celles-ci sont apparues, le sérum 
anlivenimeux approprié se montre au contraire complète- 
ment inefficace; on en doit conclure que ce sérum contient une 
antidiastase spécifique (antiphosphatidase) à laquelle sont 
dues les actions dites antihémolytiques des sérums spéei- 
fiques (1). 

Ajoulons enfin qu'une fois le pouvoir hémolytique développé 
Jusqu'à un certain maximum, le mélange venin-vitellus n'entre 
pas dans une phase d’inactivation progressive comme le fait le 
mélange venin-sérum : autrement dit, l’'hémolysine, une fois 
formée, ne subit pas de dédoublement ultérieur sous l'influence 
du venin; on peut obtenir toutefois ce dédoublement, mais 
c'est en faisant agir le venin sur l'hémolysine isolée, puis 
transportée dans des milieux minéraux déterminés. 

Nous avons réussi à isoler la substance hémolytique libérée 


(1) Fait intéressant, la diastase lipolytique des venins présente le même 
degré de résistance à la chaleur que le venin dont elle dérive; certaines 
d'entre elles résistent jusqu'aux températures voisines de 100, et leur résis- 
lance est encore accrue dans des conditions de milieu particulières. C'est 
ainsi que la diastase lipolytique du venin de cobra peut être chauffée à 1000 
pendant plusieurs heures sans perdre notablement d'activité si elle est dis- 
soute dans une solution d’açide chlorhydrique N7/10. 
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par le venin de cobra aux dépens de la lécithine de l'œuf et 
nous en avons fait l’étude avec la collaboration de M. Four- 
neau (1). 

Cette substance, neutre au tournesol, soluble dans l'eau et 
dans l'alcool absolu, est complètement insoluble dans l’éther et 
l'acétone. Nous avons pu l'obtenir cristallisée. 

Les analyses ont permis d'établir que cette substance, à 
laquelle nous avons donné le nom de /ysocithine, est Panhy- 
dride de l’éther palmitophosphoglycérique de la choline. 

L’alcoolyse, faite par la méthode de M. Haller, a montré que 
l'acide gras contenu dans la lysocithine est bien l'acide palmi- 
tique et que les quantités d'acide glycérophosphorique mis 
en liberté correspondent à la fois aux chiffres de la formule 
théorique et à ceux qui sont fournis par l'analyse élémen- 
taire. 

Sansentrer dans plus de détails sur cette question, nous pou- 
vons conclure que le «cobralécithide », au sens de Kyes, n'existe 
pas. Le produit séparé par ce savant, et dont la composition 
pouvait être extrèmement variable suivant les conditions de 
l'expérience, n’était certainement pas autre chose que la lyso- 
cithine, dont on n'avait pas réussi à séparer totalement Île 
venin et qui restait en outre souillée d’une plus ou moins 
grande quantité de lécithine non transformée. 

En solution dans l’eau salée, la lysocithine manifeste des pro- 
priétés hémolytiques extrèmement énergiques. À la dose de 
0 milligr. 005 à O0 milligr. 01, elle dissout presque instantané- 
ment 1 centimètre cube d'émulsion globulaire à 5 °/.. Elle est 
capable, d’ailleurs, de détruire in vitro nombre d'autres élé- 
ments cellulaires : c’est une cytolysine au sens le plus large du 
mot. 

Ajoutons que, pendant le processus qui donne naissance à la 
lysocithine, on voit se développer, dans les mélanges venin- 
vitellus, des p:opriélés toxiques qu'on peut manifester par 


(1) C. DeLezENNE et E. Fourneau, Etude du lécithide hémolysant, produit 
par l’action du venin de cobra sur le jaune d'œuf. Communication Bull. 
Soc. Chim., 4 série, t. XV et XVI, p. 354, avril 1914. 

C. DeLezexxe et E. Fourneau, Constitution du phosphatide hémolysant 
(lysocithine) provenant de l’action du venin de cobra sur le vitellus de l'œuf 
de poule. Mémoire Bull. Soc. Chim., 4 série, t. XV et XVI, p. 421, 1914. 
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injection intravasculaire (1). Celles-ci ne relèvent pas de-la 
lysocithine seule, bien que ce corps ne manque pas de noci- 
vité. Elles ne résultent pas davantage de la quantité de venin 
faisant partie du mélange, cette quantité pouvant être Jusqu'à 
10.000 fois inférieure à la dose mortelle. Tout permet de croire 
qu'il s’agit d'une substance néoformée, dont nous ignorons, il 
est vrai, la nature. En tout cas, l’évolution progressive de la 
toxicité dans les mélanges atteste l'intervention, une fois de 
plus, d’un processus calalytique. 

La plupart des expériences que nous venons de rappeler 
avaient porté sur le venin de cobra. Nous avions observé, che- 
min faisant, que d’autres venins de serpents, dont on con- 
naissait déjà les propriétés hémolytiques, peuvent eux aussi 
dédoubler la lécithine, mais nous n'avions fait aucune re- 
cherche systématique sur l’ordre dans lequel se sériaient leurs 
activilés respectives. Les données nouvelles, concernant leur 
richesse relative en zinc, nous invitaient à entreprendre cette 
étude. 

Faisant agir, sur le vitellus de l'œuf et sur le sérum de che- 
val, 6 venins d'espèces différentes dont la teneur en zinc oscil- 
lait entre 5,6 °/,,, et 1,1 °/, nous avons constaté que l'intensité 
de l’action catalytique sur la lécithine, mesurée par l'hémolyse, 
élait bien en corrélation avec les proportions de zinc que nous 
avions notées. 

Pour donner à l'expérience toute sa valeur démonstrative, il 
fallait opérer avec des venins recueillis tous dans les mêmes 
conditions; il fallait surtout être assuré qu'aucun d'eux 
n'avait subi d'atténuation appréciable de ses propriétés pri- 
mitives. Or il arrive souvent qu'au cours d'une dessiccation 
trop lentement conduite, les venins, surlout s'ils n'ont pas été 
recueillis très proprement, se contaminent et perdent partielle- 
ment ou totalement leur activité. D'autre part les venins, 
même desséchés, risquent encore de s’altérer, s'ils ne sont pas 
préservés contre toute trace d'humidité et gardés à l'abri de la 


(4) C. DeLezenne et S. Lenerr, Formation de substances hémolytiques el 
de substances toxiques aux dépens du vitellus de l'œuf soumis à l’action du 
venin de cobra. C. R. Ac. Se., t. GLIII, p. 81, 1911. — Les poisons libérés 
par les venins aux_ dépens du vitellus de l'œuf. C. R. Soc. Bio!., t. LXXI, 
p. 121, 1941. 
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lumière. Nous avons mis d'autant plus de soin à remplir ces 
desiderata qu'il s'agissait ici de recherches comparatives, rela- 
tivement délicates. 

D'ailleurs, pour vérifier que les venins utilisés répondaient 
à toutes les exigences, on s'assurait, par une série de contrôles, 
que plusieurs échantillons, recueillis séparément sur des ani- 
maux de même espèce, ne présentaient pas de différences d’acti- 
vité très appréciables. 

Pour comparer les divers venins au point de vue de leurs 
effets catalytiques, on ne disposait que de deux méthodes expé- 
rimentales : celles qui sont employées habituellement dans 
l'étude des diastases : 

1° Evaluer les transformations produites par les divers venins 
en fonction du temps; 

2° Déterminer pour chacun le seuil de l’action, c'est-à-dire 
fixer la plus petite dose encore capable d'attaquer très nette- 
ment le sérum ou le vitellus de l'œuf. 

Les venins employés ont été ceux de cobra indien {Naja tri- 
pudians), de Naja haje (cobra égyptien), de Sepedon (serpent 
cracheur) pour les Colubridés; ceux de Cerastes cornutus (vipère 
à cornes), Vipera aspis et Bitis arietans {vipère heurtante) 
pour les Vipéridés. Au point de vue de leur teneur en zine, 
ils se classaient, comme le rappelle le tableau VI, suivant 
l'ordre dans lequel nous venons de les énumérer. 

Or ces mêmes venins se sont elassés exactement dans le 
même ordre, au point de vue de leur action diaslasique, dans 
toute une série d'expériences dont voici un type : 


{ 


Expérience. — Dans une série de tubes à essai renfermant chacun 
10 centimètres cubes d'émulsion de vitellus d'œuf dans l’eau salée (1 vitel- 
lus pour 100 centimètres cubes d'eau salée), on ajoute la même dose des 
différents venins à éprouver, soit 0 milligr. 002, et on porte les mélanges à 
l'étuve à 50°. D'heure en heure on fait des prises de 0 cent. cube 2, on les 
dilue au 1/100, et l'on porte 0 cent. cube 2 de la dilution sur 1 centimètre 
cube d'émulsion globulaire à 5 °/,, en notant l’heure à partir de laquelle les 
prises déterminent l’hémolyse immédiate des globules (1). Des essais préa- 
lables avaient montré en effet que 0 cent. cube 002 des mélanges venin- 


(1) Une série d'essais nous ont montré que l’on peut extraire facilement la 
lysocithine du vitellus d'œuf, traité par d'autres venins que le venin de cobra. 
Le corps séparé présente dans tous les cas les mêmes caractères et les % 
mêmes propriétés. 
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vitellus représentent sensiblentent la quantité limite qui suffit à provoquer 
l'hémolyse instantanée, quand cette quantité est prélevée au moment où les 


mélanges sont arrivés au terme de leur évolution, c'est-à-dire quand toute 
la lécithine a été transformée. 


Tableau VII. 


DURÉE DE SÉJOUR DES MÉLANGES A L'ÉTUVE A D00 
VENINS ’ 


12 h.|16 h.|24 h.136 h4]48 b. 


PHOPORTION 
de Zn p. 1.000 


Naja trip. (Cobra). 
Naja haje 


Sepedon . . 


Cerastes cornultus. . 


Vipera aspis. . . . 


Bilis arielans. . . 


—- 
faible 


Notons que pour obtenir, avec le venin de Bitis, — le moins 
actif de tous et le moins riche en zinc —l’hémolyse après une 
heure de séjour des mélanges à l’étuve, il faut employer une 
dose de venin 500 fois supérieure à celle qui a été utilisée 
dans l'expérience ci-dessus. D'autre part, en déterminant le 
seuil d'action de ce même venin, on constate que (pour la 
quantité de vitellus employé) il correspond à 0 milligr. 001 (1), 
alors qu'avec le venin de cobra, cinq à six fois plus riche en 
zinc, il peut descendre au-dessous de 0 milligr. 00001 environ. 
Ajoutons que pour le venin de céraste, qui occupe une place 
intermédiaire, le seuil est environ à 0 milligr. 0003. 

L'expérience, répétée en utilisant le sérum de cheval, nous 
a donné des résultats échelonnés pour les divers venins, dans 
le même ordre que les précédents ; la seule différence est que 
le seuil est ici sensiblement plus élevé, l'attaque des phospha- 
tides des sérums étant moins facile que celle de l’ovolécithine. 


(1) Dans une note publiée il y a quelques années dans le Bulletin de la 
Sociélé de Pathologie exotique (t. VI, p. 50, 1913), R. Beaujean a affirmé que le 
venin de Bitis arietans est dépourvu de tout pouvoir hémolytique. Une série 
de venins de Bitis recueillis par nous-mêème, sur des reptiles qui nous 
avaient été envoyés de l'Afrique occidentale française, se sont toujours 
montré très nettement hémolytiques, bien que leur activité fût, en effet, une 
des plus faibles que nous ayons observée. l 
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Mais le sérum permet, mieux encore que le vitellus de l'œuf, 
d'apprécier les différences d'activité, puisque les phénomènes se 
décomposent ici en deux phases qui se traduisent dans leur 
ensemble par une courbe successivement ascendante et descen- 
dante dont le sommet offre un ulile point de repère et dont la 
partie descendante se prète d'autant mieux à des détermina- 
tions chronométriques qu'elle est plus prolongée. 

Or les venins de faible activité, à moins d’être utilisés à 
dose très considérable, n'arrivent pour ainsi dire jamais, quelle 
que soit la durée de l'expérience, à dédoubler complètement la 
lysocithine formée au cours de la première phase et à donner 
finalement des mélanges inactifs. Tel est précisément le cas 
du venin de vipère et du venin de bitis, pour ne citer que ces 
deux derniers. 

En comparant dans une même expérience ces venins au 
venin de cobra, on constate que les mélanges cobra-sérum ne 
déterminent plus, depuis un grand nombre d'heures déjà, la 
moindre hémolyse, alors que les mélanges vipère-sérum ou 
bitis-sérum sont à peine à leur maximum. 

Il faut souvent attendre plusieurs jours pour voir se mani- 
fester, dans ces mélanges, la phase d'activité décroissante, qui 
traîne péniblement sans aboutir presque jamais à l’inactivité 
complète. 5 


Expérience. — Ces faits apparaissent d'une façon évidente dans le tableau 
ci-dessous (T. VIT). La dose de venin utilisée a été de 0 milligr: 1 pour 5 cen- 
timètres cube de sérum de cheval préalablement chauffé à 56°. Les mélanges 
ont été maintenus à 50° et l'on a fait des prises successives de 0 cent. 
cube 2 que l’on a portées directement sur 1 centimètre cube d’émulsion glo- 
bulaire à 5 0/0. 


Aux procédés d'appréciation que nous venons d'indiquer, on 
peut, à des périodes déterminées, substituer le dosage de la 
lécithine ou des phosphatides non transformés. Les renseigne- 
ments fournis par cette méthode sont en tout superposables 
aux précédents et confirment, pour les venins étudiés, le clas- 
sement que nous en avons établi. 

En somme, nous constatons une relation des plus évidentes 
entre l'intensité des actions diastesiques qui donnent naissance 
à la substance hémolysante, et l'abondance relative du zinc. Il 
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serait en vérité surprenant que, sur la série de cas différents 


« 


que nous avons étudiés, une telle concordance fût purement 
fortuite. i 


Tableau VIII. 
DURÉE DE SÉJOUR DES MÉLANGES A L'ÉTUVE A 30° 
. [16 n.124 h.136 h.148 h.| 3 j. | 4 j. 
Naja trip. (Cobra). 


Naja haje 


Sepedon 


Vipera aspis 


Bitis arielans. . . 


D'ailleurs, nous allons retrouver cette même relation avec 
une diastase d'espèce tout autre et il deviendra dès lors mani- 
feste que Le simple hasard ne saurait être en cause. 


L 


IT. — CATALYSE DES ACIDES NUCLÉIQUES PAR LES VENINS. — 


RELATIONS AVEC LE ZINC. 


Les données fournies par l'étude de l'action des venins sur 
la lécithine nous ont conduit à nous demander si ces poisons, 
qui catalysent si aisément les graisses phosphorées, n'auraient 
pas la propriété de dédoubler également d’autres éthers phos- 
phoriques complexes : les acides nucléiques. 
= La question présentait un double intérêt. Il s'agissait avant 
tout de savoir si une part de la toxicité des venins ne doit pas 
être attribuée à leur action sur ces substances, qui sont des 
constituants fondamentaux du noyau cellulaire. D'un autre 
côté il était permis d'espérer que les résultats de l'hydrolyse 
des acides nucléiques par les venins, si nous arrivions à la pro- 
duire, pourraient fournir d'utiles documents surla constitution 
de ces corps, qui est encore imparfaitement élucidée. 

Pour faciliter l'exposé des faits que nous avons observés, rap- 
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pelons en quelques mots les données essentielles relatives à la 
constitution et à la structure des acides nucléiques. 

Le plus simple d’entre eux et le mieux connu est l'acide 
nucléique de la levure de bière. C’est le type des acides nucléi- 
ques végétaux. 

Les travaux (très remarquables de Levene (1) et de ses colla- 
borateurs ont établi que ce corps est formé de 4 nucléotides 
unis entre eux par leur chainon phosphorique, chaque nucléo- 
tide étant lui-même constitué par une molécule d'acide phos- 
phorique unie à une base par l'intermédiaire d'un pentose : le 
d-ribose. On sait, d'autre part, que, sur les 4 bases, deux, 
la guanine et l’adénine, sont des bases puriques alors que les 
deux autres, l’uracile et la cytosine, sont des bases pyrimidiques. 


Schéma de l'acide nucléique de la levure : 


Guanosine. 


Acide phosphorique — Pentose — Guanine. 


Adénosine, 
pres 


Acide phosphorique — Pentose — Adénine. 


Uridine. 


2 
Acide phosphorique — Pentose — Uracile. 


Cytidine. 


Acide phosphorique — Pentose—Cytosine. 


Par des hydrolyses ménagées dont plusieurs sont d’une techni-: 
que particulièrement délicate, on a pu décomposer l'acide 
nucléique en ses # nucléotides, et chacun de ceux-ci en ses 
3 constituants; on à pu également obtenir les groupements 
sucre-base, que Levene a appelés les nucléosides et dont Le type 
est [a guanosine (pentose-guanine). 

Les acides nucléiques animaux, dont le type est l'acide 
thymo-nucléique, sont moins bien définis; on ignore, en parti- 
culier, la nature de l'hydrate de carbone qui entre dans leur 


(1) Pour la bibliographie de la question consulter : W. Joxes, Nucleic Acids, 
their chemical properties and physiologicat conduct, Monographs of Bioche- 
mistry. Londres, 1914. 
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constitution. On sait toutefois que ce sont aussi des tétranucléo- 
tides, analogues aux acides nucléiques végétaux, mais dans 
lesquels l'uracile est remplacé par une base pyrimidique depuis 
longtemps connue, la thymine. 


Nous avons étudié, avec notre élève H. Morel, l'aclion des 
venins sur l'un et l’autre type : acide nucléique de la levure et 
acide thymo-nucléique (1). | 

Une première série d'expériences, faites avec le venin de 
cobra, nous a montré que celui-ci, conformément à notre 
hypothèse, dédoublait les acides nucléiques. 

Nous opérions sur des nucléates de soude rigoureusement 
neutres à la phtaléine, en solution à 1 ‘ou 2 °/, dans l’eau 
physiologique. Le venin y élait ajouté en proportions va- 
riables et nous laissions la réaclion se poursuivre dans l’étuve 
à D0°. 

Après des temps variant entre quelques heures et plusieurs 
jours, on soumettait les mélanges aux différentes épreuves qui 
permettaient d'observer les transformations produiles et d’en 
faire la mesure. | 

Le premier fait que l’on observe, c'est que les acides nucléi- 
ques, soumis à l'action du venin de cobra, perdent progressi- 
vement leur propriété d'être précipités par l'acide chlorhydri- 
que. S'il s'agit de l’acide thymo-nucléique, dont les solutions 
sont très gélifiables et se prennent en masse à froid, on con- 
state en outre — et c'est ici le premier phénomène facilement 
- observable — que le temps nécessaire à la gélification s’allonge 
au fur et à mesure que l’action du venin se poursuit. Après 
quelques heures d'action, les solutions restent tout à fait 
liquides, même si elles sont portées dans la glace. 

D'autre part, on observe que les mélanges, primitivement 
neutres à la phlaléine et au tournesol, deviennent acides 
vis-à-vis de ces indicateurs. Cette acidité, dont le développe- . 
ment progressif, mesuré par titration à la soude, permet de 
suivre Ja marche de l’action diastasique, est due à la libération 
de l'acide phosphorique et à la formation de phosphate mono- 


(4) C. DeLezexne et H. Morez, Action catalytique des venins de serpents sur 
les acides nucléiques. C. R. Acad. des Sciences, t. CLXVIII, 27 janvier 1919. 
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sodique. En effet, d’une part, le milieu reste toujours alcalin à 
l'hélianthine et, d'autre part, la titration au sucrate de chaux 
donne un chiffre qui correspond sensiblement aux 3/2 du 
chiffre obtenu en utilisant pour le litrage une solution équi- 
moléculaire de soude. La quantité d'acide phosphorique libérée 
peut d’ailleurs être dosée exactement en l’évaluant sous la 
forme de phosphate ammoniaco-magnésien. 

Quelle est la nature exacte des transformations que fait subir 
le venin aux acides nucléiques? À ce sujet, nous n'avons encore 
fait de recherches approfondies qu’en ce qui concerne l'acide 
nucléique de la levure. 

Nous avons constaté que l'acide phosphorique de cet 
acide nucléique est facilement ‘ibéré, alors que — et contrai- 
rement à ce qui se passe avec les nucléases des tissus, par 
exemple — les nucléosides ne sont pas dédoublés (1). En effet 
on ne peut, à aucun moment, révéler dans le milieu la pré- 
sence de bases puriques ou de bases pyrimidiques libres, et l’on 
ne peut davantage en isoler le pentose, qui forme avec ces 
bases les composés glucosiques que Levene a réussi à séparer 
par l’hydrolyse neutre. Du reste, il est facile de mettre en 
évidence, dans le milieu, ces glucosides eux-mêmes, que le 
venin n'a pas modifiés. C'est le cas, tout au moins, pour Îles 
nucléosides puriques : nous avons pu aisément, en suivant 
les méthodes de séparation déjà indiquées par Levene, obtenir 
la guanosine el l'adénosine parfaitement cristallisées. Nous 
les avons identifiées par diverses méthodes, dont la plus simple 
consiste à les dédoubler, par ébullition avec un acide minéral, 
l’une en guanine et pentose, l’autre en adénine et pentose. 

Je ne m'étendrai pas davantage ici sur tous ces faits, que 
nous développerons, M. EH. Morel et moi, dans des mémoires 
spéciaux. 

Qu'il me suffise d'ajouter que cetle action du venin de cobra 
sur les acides nucléiques est bien de nature diastasique. Outre 


(1) On sait depuis longtemps que les nucléases des tissus libèrent à la fois 
l'acide phosphorique et les bases puriques ou pyrimidiques des acides nu- 
cléiques. Ce sont les bases puriques qui, transformées à leur tour par 
d'autres ferments (désamidases et oxydases), donnent finalement l'acide 
urique, produit ultime du métabolisme des acides nucléiques dans l’orga- 
nisme animal. 

Consulter : W. Joxes, loc. cit. 
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qu'elle obéit aux lois générales des aclions catalytiques (effi- 
cacité des petites doses avec le temps, vitesse de réaction très 
forte au début, non-participation du catalyseur à la constitu- 
tion des produits formés, etc.), elle ne se manifeste plus quand 
on opère avec du venin porté pendant quelques minutes à 
100° et se trouve empèchée par l'addition de sérum antiveni- 
meux spécifique. 

Pour la clarté de l'exposé, nous nous sommes borné jus- 
qu'ici à résumer nos expériences sur le venin de cobra; mais 
les propriétés que nous avons reconnues à ce dernier sont loin 
de lui être spéciales; nous les avons retrouvées dans tous les 
venins que nous avons étudiés. 

Nous les avons, disons-nous, retrouvées dans tous, mais non 
pas à un égal degré, tant s'en faut. De nouveau, nous voyons 
ici les Colubridés se distinguer franchement des Vipéridés: 
l'activité du venin, vis-à-vis des deux acides nucléiques, est 
bien plus intense chez les premiers que chez les seconds. On 
s’en rend compte par l'abondance relative des produits de 
dédoublement, et surtout on mesure très bien les différences 
par le degré d’acidité qu'on obtient dans un temps donné. 
L'écart entre Colubridés et Vipéridés est, à ce point de vue, 
très considérable; il se dénonce plus nettement encore que 
dans les expériences sur l'hydrolyse de la lécithine; cela peut 
tenir, du reste, à la facilité avec laquelle la lécithine se laisse 
dédoubler. 

Or, nous le savons déjà, les Colubridés et les Vipéridés se 
différencient tout aussi franchement par l’abondance relative 
du zinc dans leurs venins. Du reste, d’une façon générale, 
même d’une espèce à l’autre, dans chaque groupe, l’activité 
diastasique se dégrade à peu près parallèlement à la teneur en 
zinc. 


Les faits expérimentaux que nous allons rapporter à titre 
d'exemples sont d’une interprétation assez claire pour nous 
dispenser de plus larges développements. 


Expérience. — Une solution de nucléale de soude [de la levure) à 2 °/, dans 
l'eau salée physiologique est distribuée par fractions de 15 cm“ dans des 
tubes à essai. À chacun d'eux, on ajoute respectivement 5 milligrammes de 
venin dissous dans 2 cent. cubes d’eau salée physiologique. L'essai perte 
sur 8 venins différents. 
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Une autre série, en tout comparable à la première, est faite en substi- 
tuant au nucléate de soude du thymo-nucléate de soude. ai 

Les deux séries, faites aussi aseptiquement que possible, sont portées à 
l'étuve à 50°. L'acidité développée est titrée après seize heures avec de la 
soude N/40. Les chiffres du tableau IX indiquent le nombre de centimètres 
cubes qu'il a fallu employer. 


Tableau IX. 


QUANTITÉ DE SOUDE N/40 
NE PROPORTION 
VENINS 


acide acide thymo- de Zn p. 1000 


nucléique nucléique 


Colubridés : 
Naja trip. (Cobra). . 


Bungarus cæruleus 

SEDE CON MI lue Le D La eue 

Hoplocephalus variegatus. . 
Vipéridés : 

Cerastes cornulus £ 

Bothrops lanceolatus . . 


Vipera aspis . 
Bilis arietans 


Nous nous sommes demandé si-la corrélation entre la pro- 
portion du zinc et l’activité diastasique ne se manifesterait pas 
aussi par l'examen de plusieurs échantillons de venins prove- 
nant d’une seule et même espèce. Une telle contre-épreuve 
offrait un intérêt facile à concevoir. Quand nous passons d une 
espèce à l'autre, ce n'est pas seulement la teneur en zinc qui 
peut, par ses variations, intervenir dans les résultats, mais 
aussi d’autres facteurs contingents, capables d’agir sur l’activité 
diastasique dans une certaine mesure. Par contre, des échan- 
tillons de la même espèce, grâce à la similitude de leur com- 
position générale, doivent présenter entre eux, au point de vue 
de ces influences parasites, beaucoup plus d'uniformité, et, 
partant, permettre à l'influence propre du zinc de se manifester 
plus purement. À la vérité, les inégalités de teneur en zinc, 
entre de tels échantillons, ne sont jamais très marquées, mais 
nous possédons, dans les déterminations d’acidité, une méthode 
suffisamment précise pour faire apparaître des écarts, même 
très faibles, dans l’activité catalytique. Nous nous trouvions 
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avoir à notre disposition quatre spécimens de venin de cobra 
répondant aux conditions désirées. L'expérience a été démon- 
stralive. 


Expérience. — Deux spécimens différents de venin de cobra, contenant res- 
pectivement 5,6 °/00 et 4,9 0/5 de zinc, sont ajoutés, à la dose de 5 milligr., à 
20 centimètres cubes d’une solution de nucléate de soude à 2°}, dans 
l'eau -salée physiologique. Les tubes sont portés à l’éluve à 50° pendant 
douze heures. On titre l'acidité développée à la soude N/40. On obtient les 
chiffres suivants : 6 cc. 8 pour le premier tube, 6 ce. 2 pour le second. 

L'expérience est répélée dans les mêmes conditions, sauf que le temps 
d'étuve est de seize heures: avec deux autres échantillons de venin de cobra, 
renfermänt 5,2 0/60 et 4,5 2/00 de zinc. Les chiffres de soude N/40 nécessaire 
pour neutraliser l'aGiité développée ont élé respectivement 6 cc. 5 et 
6 cc. 1. 


Nous pouvons, ce nous semble, sans autres commentaires, 
tenir pour établie, entre l’activité nucléolytique des venins et la 
teneur en zinc, une corrélation étroite, dont les diastases prépa- 
ralrices de l'hémolyse nous avaient déjà fourni un exemple. 


Ces faits nous amènent à envisager incidemment la part que 
peut prendre le zinc, par le fait même de son action sur les 
acides nucléiques, aux phénomènes toxiques que déterminent 
les venins, spécialement ceux des Colubridés qui sont à la lois 
les plus riches en zinc et les plus violents. Plus encore que le 
ferment qui décompose les phosphalides, abondant lui aussi 
dans ces venins, celui qui s'attaque aux acides nucléiques, 
constituants essentiels du noyau cellulaire, doit être capable de 
produire, par injection à l'animal, des troubles considérables 

et d'une grande diffusion. On à d’ A PES relevé depuis iong- 

temps, parmi les effets que provoquent les venins, des lésions 
nucléaires particulièrement marquées. Si l'on ee que de 
semblables altérations sont assez communes dans des intoxica- 
tions variées, nous pouvons apporler; comme preuve de l’ac- 
tion vraiment élective de certains venins sur les noyaux, un 
fait singulièrement significatif par son caractère tout à fait 
exceptionnel : chez un animal (grenouille) ayant succombé 
tardivement à l'injection d’une faible dose de venin de cobra, 
nous avons, avec M. À. Pettit, constaté des karyokinèses dans 
les cellules nerveuses de la moe.le. 
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Des observations que nous avons rapportées dans ce chapitre, 
une donnée générale se dégage nettement : certaines propriétés 
des venins, qui sont des plus importantes, dérivent de l’acti- 
vité de diastases spéciales, et cette activité est elle-même en 
relation quantitative avec l'abondance du zinc. I nous paraît 
légitime d'en inférer que, suivant toute vraisemblance, le zinc 
constitue un élément spécifique des diastases les plus caracté- 
ristiques des venins de serpents. 

Nous nous sommes borné, jusqu'à présent, à constater des 
faits. Ils nous semblent assez suggestifs pour nous autoriser 
maintenant à une tentative d'interprétation. 


10 
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INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 
ET 


CONCLUSIONS GÉNÉRALES 


Du point où nous sommes parvenu dans notre élude, nous 


pouvons, ce nous semble, chercher à nous représenter quelle 


est la signification physiologique du zinc, d’abord dans les 
venins et ensuite, par analogie, dans la cellule vivante dont 


les processus intimes échappent aux prises directes de l’obser-. 
Ï 


vation. 


Notre étude sur les venins démontre un fait essentiel : le 
zinc affecte un rapport quantitatif incontestable avec l'activité 
de deux processus diastasiques bien définis. 

Ajoutons immédiatement que ce n’est pas là une condition 
commune à toutesles réactions diastasiques des venins. La mème 
relation, en effet, ne se retrouve à aucun degré pour d’autres 
ferments depuis longtemps connus : nous voulons parler notam- 


ment des ferments protéolytiques et des fermentis coagulants. 


On n’en saurait aucunement douter. Il suffit de rappeler que les 
ferments auxquels nous faisons allusion sont incomparablement 
plus actifs chez les Vipéridés que chez les Colubridés; or la 
teneur en zinc obéit, nous le savons, à une règle précisément 
inverse. L'exemple du venin de cobra est, à lui seul, pleine- 
ment significatif : maximum de zinc, coïncidant avec des pro- 
priétés protéolytiques ou coagulantes nulles ou presque nulles. 


La conclusion s'impose et elle est à retenir : c’est à des. 


_fermenis bien déterminés, bien spécifiés que le zine est exclu- 


sivemut associé. 
I devient difficile, dès lors, de ne pas altribuer à ce métal 


La SC: ETS 


FOUR. 


ÉEsie 


d'or dE" 
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une part importante, essentielle même, dans la constitution de 
ces ferments. 

D'ailleurs, cette manière de voir s'accorde avec l’idée qu'on 
se fait aujourd'hui de la participation de certains éléments 
minéraux aux actions diastasiques. Dans les diastases consi- 
dérées, le zinc occuperait, à côté d’un constituant organique, 
la même place et le même rang que le manganèse, par exemple, 
dans les oxydases telles que les a définies Gabriel Bertrand, 

Au surplus, on ne saurait guère songer à rapporter au zine 
seul les effets catalytiques observés. Nous n'avons obtenu 
aucun résultat ni sur la lécithine, ni sur les acides nucléiques, 
en utilisant les sels de zinc, même les plus dissociables. Nous 
n'avons pas réussi davantage en employant du zinc colloïdal, 
que M. Girard avait bien voulu préparer sur notre demande, 
dans le laboratoire de M. Perrin. Il se peut que de nouveaux 
essais qui sont en Cours, nolamment avec le sulfure de zinc 
colloïdal, nous donnent des résultats positifs. De tels résultats 
auraient un grand intérèt, en ce qu’ils compléteraient utilement 
notre démonstration ; mais encore faudrait-il qu'ils fussent 
d’un ordre de grandeur considérable, pour nous autoriser à 
regarder comme relativement négligeable, dans la diastase,:le 
rôle de la matière organique. 

Que le zinc soit fortement lié, dans les venins, à la matière 
organique, on n’en saurait douter puisqu'on ne Ab le séparer! 
nous l'avons dit, ni par précipitation, ni par dialyse, même en 
présence d'HCI. : | 

Cette partie organique, à laquelle est lié le zine, nous en 
ignorons la constitution. Nous pouvons néanmoins, d’après 
certaines données que nous avons exposées, considérer comme 
vraisemblable qu'il s'agit d’une protéose, et d’une pro tense 
particulièrement riche en soufre. 

Quoi qu'il en soit, c’est bien le zinc qui doit, dans la cata- 
lyse, Jouer le rôle chimiquement actif. Ce n'estipas à dire, loin 
de là, qu'à d’autres égards, la partie organique, de la diastase 
n'ait pas tout autant d'importance : d’une part, elle forme le 
support indispensable à la manifestation intégrale de l’activité 
chimique caractéristique ; d'autre part, c’est elle qui confère au 
lerment la spécificité biologique, qu’atteste son aptitude à 
engendrer un antiferment lui-même spécifique. 


° 
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En somme, la conception actuellement admise sur la consti- 
tution des diastases s'adapte de façon très satisfaisante aux faits 
particuliers que nous avons observés. Si cette conception est 
appelée à se modifier dans l'avenir, toujours est-il qu'on devra 
lui demander d'expliquer ce fait essentiel qui se dégage de nos 
recherches : le rapport de subordination entre certaines activités 
catalytiques des venins et la présence du zinc. 


Ainsi l'étude du zinc dans les venins nous conduit, en défi- 
nitive, à considérer ce métal comme l'agent essentiel de cer- 
taines catalyses. Dans la cellule animale, où nous avons établi 
que sa présence est constante, il remplit sans doute une fonction 
du même ordre, c’est-à-dire qu'il intervient dans les processus 
catalytiques que le métabolisme intracellulaire utilise, et parmi 
ces processus figurent probablement, entre autres, ceux-là 
mêmes que nos recherches ont mis en évidence. 

A l'appui de cette supposition, rappelons ce fait, déjà sou- 
ligné, que, chez les mammifères, les organes les plus riches 
en phosphatides et en acides nucléiques — composés phos- 
phorés hydrolysables par les venins — sont également ceux où 
l'analyse nous a révélé les quantités de zinc les plus élevées ; 
ces substances, 27 vivo, comme ?n vitro, seraient au nombre 
des constituants cellulaires dont les transformations sont subor- 
données à l'intervention du zinc. 

S'il est permis d'imaginer dans l'intimité des tissus des pro- 
cessus analogues à ceux que nous pouvons observer en dehors 
-de l'organisme, surtout avec les ferments, l'hypothèse que nous 
indiquons paraît, en somme, assez salisfaisante pour l'esprit, 
mais cest en inspirant des recherches ultérieures qu'elle 
pourra montrer quelque utilité et c’est par confrontation avec 
de nouveaux faits qu’elle laissera éprouver sa justesse. 


Le Gérant : G: Masson. 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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ANDRÉ CHANTEMESSE 


Le professeur André Chantemesse qui a succombé presque 
subitement dans la nuit du 24 au 25 février appartenait à 
la rédaction de ces Annales depuis l’année 1904. En 1885, 
lorsque le traitement antirabique entra dans la pratique, il 
devint un des médecins du service et conserva cette fonclion 
pendant de longues années, rue Vauquelin d'abord, puis rue 
Dutot, jusqu'à sa nomination de professeur à la Faculté de 
médecine. Chantemesse resta à l'Institut Pasteur en qualité 
de membre de l’Assemblée et plus tard de membre du Conseil 
d'administration. Il était donc un Pastorien de la première 
heure et sa perte est une douleur pour ses collègues qui pen- 
dant plus de trente ans ont éprouvé sa bienveillance et son 
dévouement. 

Le professeur Chantemesse est surtout connu par ses tra- 
vaux sur la fièvre typhoïde. Avec son collaborateur le D' Widal 
il a, le premier, montré que l'injection des bacilles typhiques 
tués par le chauffage et injectés aux souris et aux cobayes leur 
conférait l’immunilé. Ce travail est la base expérimentale sur 
laquelle est fondée la vaccination antityphoïdique si employée 
aujourd'hui. La démonstration qu'il donna de la présence du 
bacille de la fièvre typhoïde dans les eaux de boisson a fourni 
un argument irréfutable à Brouardel dans sa campagne contre 
la fièvre typhoïde d’origine hydrique. Chantemesse à rendu 

11 
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encore bien d’autres services comme Conseiller technique d'hy- 
giène des pouvoirs publics. Plusieurs de ses travaux ont paru 
dans ce recueil. 

Chantemesse élait particulièrement cher aux Pastoriens à 
cause du dévouement avec lequel il avait soigné Pasteur pen- 
dant les dernières années de sa vie et adouci sa fin. Il s'était 
acquis pour loujours' la reconnaissance de la famille et des dis- 
ciples de Pasteur. 

Celui qui écrit ces lignes a été le camarade de collège de 
Chantemesse, il a vécu avec lui dans un commerce presque 
journalier, mieux que personne il connaît sa fidélité à ses amis, 
son caractère sensible et généreux, aussi ressent-il toute 
l’'amertume de sa perte. Au nom des Pastoriens il exprime à la 
femme et au fils de Chantemesse leurs profonds regrets el 
leurs condoléances. 


D' Roux. 


PP 


Mémoire publié à l'occasion du jubilé de É. Metchnikoff. 


RECHERCHE D'UNE SOLUTION IPUREMENT MINÉRALE 
(CAPABLE 


D'ASSURER L'ÉVOLUTION COMPLÈTE DU MAIS 
CULTIVÉ A L’ABRI DES MICROBES 
par P. MAZÉ. 


Les solutions que j'ai employées jusqu'ici pour la culture du 
mais cormprenaient 11 corps simples : Az, P, K, S, Ca, Ms, Fe, 
Si, Zn, Mn; elles renfermaient en outre Na dont l'utilité reste 
encore à démontrer. 

Dans ce milieu préparé sans un souci particulier de la pureté 
de l’eau et des composés qui y entrent, on peut observer le 
développement complet du maïs; mais si on choisit avec quel- 
que soin les produits commerciaux dont on fait usage, el si on 
emploie, en outre, de l’eau distillée d'une pureté convenable, 
on constate que la plante ne peut pas achever son cycle évo- 
lutif dans une solution ainsi épurée (1). 

Aux {1 corps simples qui forment les solutions ordinaires, il 
est donc nécessaire d’adjoindre un ou plusieurs éléments qu'il 
s'agit de découvrir. 

Il est vraisembiable que ces derniers figurent au nombre de 
ceux dont l'utilité a été déjà admise. 

A ce titre, l'aluminium, le bore, le fluor, l'iode et l'arsenic se 
signalent plus particulièrement à l'attention. 

Pour aborder cette queslion très simple, mais malérielle- 
ment difficile à résoudre, il était indispensable de préparer 
d'assez grandes quantités de sels d'une pureté aussi parfaite 


(1) P. Maré, Influences respectives des éléments de la solution minérale 
sur le développement du maïs. Ces Annales, janvier 1914, t. XVIII, p. 100. 
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que possible. J'ai confié ce soin à la maison Poulenc et C'° qui 
a bien voulu en charger un de ses plus habiles spécialistes. Ce 
dernier s’est acquitté de sa tâche avec succès ; c’est la plante, 
réactif vivant plus sensible que les réactifs chimiques, qui l’a 
clairement démontré comme on va le voir. 

Deux moyens se présentent maintenant pour atteindre le but 
proposé. 

L'un consiste à prendre comme point de départ la solution 
minérale composée des 11 éléments connus, et à l’additionner 
des corps simples que j'ai énumérés plus haut, en les groupant 
convenablement. On est conduit ainsi à réaliser un grand 
nombre d'essais. Il est inutile de songer à entreprendre une 
tâche aussi lourde. Dans la pratique, la besogne se simplifie : 
une solution nutritive à laquelle il ne manque que quelques 
éléments rares permet à la plante d'acquérir un certain déve- 
loppement. L’addition d'un ou de plusieurs de ces éléments 
produit invariablement des effets uliles. C'est cette amélio- 
ration graduelle des résultats qui rend la méthode appli- 
cable. 

L'autre moyen est plus rationnel et aussi plus direct. Il 
revient à introduire, dans la solution nutritive constituée par 
les 11 éléments connus, lous ceux que l’on suppose indispen- 
sables à la plante et à préparer d’autres solutions qui ne dif- 
fèrent de la précédente que par l'absence d’un des corps addi 
lionnels. Si le corps retranché est utile, ou indifférent, ou 
nuisible, la plante pousse moins bien, ou aussi bien ou mieux 
que dans la solution complète. 

J'ai eu recours aux deux méthodes; mais J'ai accordé la pré- 
férence à la première dans les expériences d'approche. 

J'ai suivi, d'autre part, les progrès de la végétation en éva- 
luant à diverses reprises les poids de solutions utilisées par la 
plante. Les chiffres ainsi obtenus donnent des indications très 
utiles, car ils mesurent assez exactement l’activité de la plante 
et permeltent d'établir un parallèle entre les diverses solulions 
nutritives, sans mettre fin aux expériences. 


En dehors des résultats visés qui découlent directement des 
essais que J'ai réalisés suivant le programme que je viens de 
définir, j'ai eu l’occasion de faire quelques observations qui 
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m'ont conduit à reprendre l'étude de l'influence de l'humus 
sur le développement du maïs. Cette question fera l'objet du 
second chapitre de ce travail. 

J'ai examiné, enfin, dans un troisième et dernier chapitre, 
les relations de la solution nutritive avec l'oxygène de l'air. 

Dans une solution envahie par un lacis serré de racines et de 
radicelles qui immobilisent le liquide à la façon d’un coagulum, 
la pénétralion de l'oxygène est difficile; sa consommation y est 
cependant très rapide. Le milieu est donc vraisemblablement 
réducteur. Cette circonstance n'est pas sans influence sur la 
marche de la végétation, en ce sens que les composés ferreux, 
par exemple, dont la toxicité est connue, conservent indéfini- 
ment leur état chimique, et sont absorbés sous cette forme. Il 
ne suffit pas d'offrir à la plante tous les corps indispensables à 
son évolution, il est encore nécessaire de les présenter sous la 
forme la plus favorable. Comme le degré d'aération du milieu 
de culture peut modifier l’état de quelques-uns de ses consti- 
luants, son étude s'impose tout naturellement, lorsqu'on se 
propose d'établir la composition d’une solution purement 
minérale, capable d'assurer le développement d’une plante aussi 
bien, sinon mieux, que les sols les plus fertiles. 


PREMIÈRE SÉRIE D'EXPÉRIENCES 


Une question préliminaire se pose dès qu'on aborde le côté 
expérimental du problème : c’est celle qui à trait au degré de 
concentration auquel il convient d'offrir à la plante les corps 
complémentaires dont je vais examiner les propriétés nutri- 
tives. 

J'ai débuté par des concentrations exagérées, car il convient 
de déterminer avant tout la tolérance du végétal vis-à-vis d’élé- 
ments tels que le fluor, l'iode, etc.., qui figurent d'ordinaire 
parmi les antiseptiques. 

Dans une première série de cultures j'ai étudié l'aluminium, 
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le bore, le fluor et l'iode, employés sous les formes et aux con- 
centrations suivantes. 


Sulfate.d'alaminiunm ef ERA rt MANS 55 _ 
Boratende SON SR NU ANR ET 
Eluorure de sodium RER EDEN TIC IEEE GT 
lodure;de potassium et nee La SE ST 


Cette série de cultures contenait 6 lots de 4 plantes placées 
dans des flacons de # à 5 litres de capacité. 

Le lot T poussait dans la solulion composée des 11 éléments 
connus, préparée avec de l’eau distillée et des corps chimique- 
ment purs. 

Comme aliment azoté, j'ai employé le nitrate de sodium 
parce que c’est ce composé que j'ai étudié avec le plus de soin 
dans ses rapports avec le développement complet du maïs (1). 

La solution du lot I que j'appellerai solution P, pour abréger, 
a donc la composition suivante (2) : 


Nitrate de sodium 


Aa + A Are PER LA CRETE COS 0 gr. à 
Phosphate-depotassiumt(3) "2200 CM 0 gr. 5 
Suliate de MASnÉS UNE EE PET 0 gr. 1 
DULEALESTERTEUX. EE ee LU ER: 0 gr. 05 
SiHCate deDO ASSURE CT 0 gr. 02 
Chlorure (derzines SERRE RER En 0 gr. 02 
Chlorureldemmanganese en 0 gr. 02 


Carbonaterdelcalciun EN RER 1er0 
Eau distillée . 


Le lot IT à été cultivé dans la solution P, additionnée de 
bore B, de fluor F, d’iode IT. 

Le lot IT à végété dans la solution P additionnée de bore, 
d'iode, d'aluminium Al et de fluor. 


(1) P. Max, Recherches de physiologie végétale (3° mémoire) : Rôle de 
l'eau dans la végétation. Ces Annales, t. XXVII, p. 1093; — (4° mémoire) : 
Influences respectives des éléments de la solution minérale sur le déve- 
loppement du maïs. 

(2) Les sels sont pesés dans une capsule de platine et dissous directement 
dans un bocal en verre de 30 litres de capacité où l'on prépare les solutions 
nutritives. 

(3) Le phosphate de potassium est composé par parts égales de phosphate 
mono- et bipotassique. 
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Le lot IV a reçu la mème solution que le lot HT; mais la 
moitié de l'azote a été offerte à l’état de chlorure d'ammonium. 

Le lot V constitue un premier lot témoin T,; il a poussé 
dans une solution préparée avec de l’eau de source et des sels 
purs du commerce, comprenant tous les composés de la solu- 
tion P. 

Le lot VI est un second lot témoin T,; il a reçu la même 
solution que lot V, et en outre les 4 corps additionnels, 
B, 1, AI, F; ce lot doit établir, par comparaison avec le lot V, 
l'influence de la modification apportée à la composition de la 
solution ordinaire du lot témoin T,, sur le développement du 
mais. 

Ces divers lots n’ont pas élé conservés au complet pendant 
toute la durée de l’expérience. Quand les plantes eurent atteint 
un certain développement et fait ressortir approximativement 
la valeur relative des diverses solutions nutritives, on a sup- 
primé 2 ou 3 plantes dans chaque lot pour ne conserver que les 
mieux venues. C’est la nécessité de multiplier les essais et de 
varier les conditions de culture avec un outillage restreint et 
un emplacement limité qui a dicté ces mesures. 

La photographie (fig. 1), prise après 41 jours de culture, 
montre l'état de la végétation d’après un représentant de 
chacun des 6 lots. 

L'expérience a pris fin au moment où les témoins étaient 
en pleine floraison. Elle a duré 66 jours. Les résultats sont 
consignés dans le tableau [. 


Tableau I (fig. 1). 


POIDS SEC EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 
: des par la par kilogr. de 
DÉSIGNATION DES PLANTES : : 
PLANTES PLANTE ENTIÈRE MATIÈRE SECHE 
en grammes en grammes en kilogr. 
ÉCOLES ARMES At nn Ne s’est pas développé. 
Lot (BED) ER 1529 1 276 175,0 
Lot III (B+I<+ AI+LFI) . . . PTE 1 809 186,1 
Lot IV Id. Do 3,2% 392 121,0 
SONO PRE 25,92 3 288 126,8 
POUR EMENS PRE ENRRS 21,063. 3 6t0 134,8 


No ANS 14:13 1 957 138,5 
LObVE TS j No 2 13,95 1 80 132,7 
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Les conclusions suivantes découlent de ces chiffres : 


1° Les plantes du lot I ne se sont pas développées ; la mieux 
venue, représentée dans la figure 1, est restée slationnaire 
jusqu’à la fin de l'expérience (1). 

20 L'addition de bore et d'iode à la solulion P a amélioré 
sensiblement ses qualités nutritives (lot Il). 

3° L’aluminium et le fluor ajoutés à la solution du lot II 
favorisent aussi le développement de la plante (lot II). 

4° Les résultats fournis par les témoins T, et T, montrent, en 
outre, que l'introduction des. # éléments nouveaux dans la 
solution P, constituée par de l’eau distillée et des sels ordinaires, 
gène fortement le développement du maïs. Ces 4 éléments ont 
donc été offerts à une concentration lrop élevée. 

5° Tous les lots à l’exceplion de I et V ont présenté un acci- 
dent de végétalion imputable à l'iode. Cet accident se manifeste 
par la formation sur les feuilles de petites taches de couleur 
jaune qui constiluent autant d'ulcères dont le centre ne tarde 
pas à se dessécher. Il a sévi plus fortement chez la plante du 
lot IV dont le poids sec est bien inférieur à celui de la plante 
du lot II. On doit donc admettre que le remplacement de la 
moitié de l'azote nitrique par une quantité équivalente d'azote 
ammoniacal, à l’état de chlorure d’ammonium, a modifié la 
solution nutritive dans un sens défavorable; le résultat, inat- 
tendu, est dû vraisemblablement à une sensibilité particulière 
des plantes alimentées par des solutions rigoureusement miné- 
rales. J'aurai l'occasion de constater cet état physiologique à 
diverses reprises au coûrs de ces recherches, et c’est pour en 
découvrir les causes que je serai conduit à reprendre l’élude 
de l'influence de l'humus, sur l'absorption des substances 
minérales nécessaires à la plante. 

6° Les substances minérales que le verre peut céder à la solu- 
tion ou même directement à la plante n'ont exercé aucune 
aclion sur le développement du maïs, puisque les plantes du 
lot n° I n'ont pas évolué. Ce fait est intéressant parce qu'il 


(1) Si on compare ce résullal à celui que donne la solution préparée avec 
de l’eau distillée et des sels purs du sommerce (P. Mazé, Loc. cit.), on doit 
admettre que les composés préparés spécialement en vue des recherches 
actuelles ne laissent rien à désirer quant à leur pureté. 


Frc, de 
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montre qu'il n’v a pas lieu de se préoccuper des 
à P P 


d'erreur imputables aux éléments minéraux du verre. 
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causes 


JPOLAIVE POLE POtaVAIE [POta\e Lot III. 


Lot I. Témoin. 


Solntion P. 


au distillée. 


E 
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Parmi ces conclusions, il y en a quelques-unes qui méritent 
de retenir l'attention. 

C'est d'abord la première. On pouvait s'attendre à observer 
un commencement d'évolution chez les plantes du lot I. Les 
racines seules ont pris un développement exagéré : les organes 
aériens sont restés jusqu'à la fin de l'expérience dans l'état où 
ils se trouvaient au moment où les plantules ont été placées 
dans les flacons. 

Une deuxième expérience réalisée dans la suite a confirmé 
ces résultats. Une troisième, faite avec des graines provenant 
d'un autre épi, a permis d'observer une faible évolution des 
organes aériens avec une tendance marquée à la ramification. 
Ce dernier caractère a été déjà observé chez des plantes 
cultivées dans la même solution préparée avce de l'eau distillée 
et des sels ordinaires, mais privée de zinc (1). Ce milieu ne 
renfermait évidemment que des traces de bore, d'aluminium, 
de fluor et d'iode à titre d’impuretés et quelques-uns d'entre 
eux y faisaient sans doute complètement défaut. Le zine n était 
pas le seul élément absent. L'analogie des résullats concorde 
avec la similitude des conditions de milieu. 

Ces faits tendent à prouver que la graine ne renferme pas 
nécessairement tous les éléments minéraux que la plante met 
en œuvre. C'est la conclusion complémentaire qui se dégage 
des résultats fournis par les plantes du lot I. 

La conclusion 3, relative aux plantes du lot IT, réclame 
aussi quelques explications. Le maïs qui représente ce lot a con- 
servé longtemps une avance sensible sur les plantes témoins T,. 
On peut constater sur la figure 1 qu'il est, en effet, aussi bien 
venu que ces dernières, et l’eau évaporée respectivement par 
les trois plantes au moment où elles ont élé photographiées le 
prouve clairement, comme on peut le vérifier sur les chiffres 
suivants : 


EAU ÉVAPORÉE 
DÉSIGNATION DES PLANTES en grammes 


EN 41 JOURS 


OPONUB 21 + AT EDR PP ET LE 1 067 


RUN CO PPS RER 882 
GE 


(1) P. Maé, loc. cit. (4° mémoire). 
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À partir de cette époque, l’évolution de la plante s’est ralentie 
et les feuilles ont été alteintes d’iodisme. Les témoins T, ont 
continué de progresser et ont sensiblement dépassé la plante du 
lot IT à la fin de l'expérience. Leurs feuilles portaient aussi 
les signes d’une dégénérescence qui consistait en un panachage 
formé de bandes longitudinales inégalement colorées. 

Le fait qu'ils ont mieux supporté que la plante du lot I 
l'influence nocive des 4 éléments additionnels doit être retenu. 


DEUXIÈME SÉRIE D'EXPÉRIENCES 


La deuxième série d'expériences a débuté 18 jours après la 
mise en train de la première. Les résultats de celle-ci n'étaient 
donc pas encore acquis; on pouvait constater pourtant que 
l'aluminium, le bore, le fluor et l’iode avaient été fournis en 
excès. 

J'ai tenu compte de cette indication et j'ai modifié en même 
temps la liste des éléments à examiner en remplaçant le fluor 
par l’arsenic. 

Les quatre corps en question ont été introduits dans la solu- 
tion P, sous les formes et aux concentrations suivantes : 


1 


Alsultate d'aluminium Er Cr PR NN EU 000 
BABorate des Sodium e. et INSERT GG 
L Iodure de potassium. . . . . . . . . . UE ee 

ASPArSenrAle des ONE PP NP EE 


Ils ont été groupés de manière à former avec la solution P 
quatre milieux différents correspondant à quatre lots de chacun 
(rois plantes : 


Le lot TI a recu la solution P + B + AI. 


Le lot II — B + As. 
Le lot III = B + Al + As. 
Le lot IV — B + AI + As + I. 


À ces lots on a adjoint trois lots témoins : 
le lot V qui a été cultivé dans la solution P préparée avec 
de l’eau de source et des sels ordinaires ; 
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le lot VI qui a végété dans le même milieu que le lot V 
additionné de B, Al, I et As ; 

le lot VIT dont la solution nutritive a la même composition 
que celle du lot VI, avec cette diflérence qu'elle a été faite avec 
de l’eau de source et des sels chimiquement purs. 

Le lot V comprenait 7 plantes, dont 6 se sont bien déve- 
loppées ; les deux derniers n’en complaient que 3 chacun. 

Toutes les plantes de cette série d'expériences ont été placées 
dans des flacons de # à 5 litres de capacité. 

Pour mieux malérialiser les progrès de la végétation, j'ai eu 
recours à l’image et à l'évaluation des poids de solution utilisés 
par les plantes. 

Quelques jours après le début de l'expérience, les plantes 
des lots 1, IT et IIT dénotaient déjà un retard sensible sur celles 
des autres lots, et il devenait évident qu'elles n’atteindraient 
pas un bien grand développement; c'est pour cela que je n'ai 
conservé encore que le plant le mieux venu dans chacun de ces 
trois lots. 

Au 36° jour d'expérience, les lots témoins avaient déjà formé 
quelques feuilles ; on a pesé les flacons et on a calculé les poids 
de solution évaporée (tableau 11). 


Tableau Il. 
EAU ÉVAPORÉE 
DÉSIGNATION DES PLANTES au 36° jour 


D'EÉXPÉRIENCE 


DotLTV; "plante no ES ERP CS 366 gr. 
ÉOLIEN IDIAn terne Re PRE 613 
NO: DONS ARRETE ALT rate 30) 
EU RE ON TS CD EE A Ted ane ar BANANE 684 
MAT OL  MNTA SCO P ee Re CMS SC CRE 520 
ER DE PU BONE MR NT EE MAN TSNRENSS 650 
MANN Le Etre sen états CAPE NENNENRE 532 
LOR=NT, plante nos 5202 PER 370 
SANT 2. re EM RNA 655 
à INOGu € SNS CSSS CNET 25e 620 
HONTE plante noMER EME RRE TE ren: 695 
A NO RE CEE NE 613 
sp OO OR Re MR Et 488 


Le départ de la végétation s’est effectué dans les trois lots 
témoins avec une grande régularité ; mais cette uniformité ne 
se maintient pas longtemps. 
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Au 56° jour d'expérience, on photographie quelques plantes 
de chacun des lots, de facon à fixer l’état des cultures. 


IFOLATe 


IN 


BOLNE Lol 


POtALDI 


Dans la figure 2, on a groupé 5 plantes représentant les 5 lots 
POELE EN et 
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La figure 3 reproduit les mêmes plantes des lots IV et V, 
avec 2 plantes appartenant l'une au lot VI, l'autre au lot VIT. 


OP LV 


Lot V. 


VI. 


Lol 


Lot VIT. 


La figure # comprend six témoin :, ‘empruntés par coup'e 
D , 


aux trois lots V, VIet VIF. 


FLE PRE ER 
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Les chiffres du tableau IF, qui expriment les poids de solu- 


tion utilisés par ies plantes pholographiées, complètent Îles 


V. 


D 
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renseignements concernant la valeur comparative des solutions 
employées. 
Tableau Ill. 


EAU ÉVAPORÉE 


DÉSIGNATION DES PLANTES 
en grammes 


Foi plante no 4 ire SERRES ee #3 455 
LÉ à) 0 1 SORA PE NOR TS ES EE EE ST ee A En. 460 
Lot I: 221 me SR Ça 133 
LOL: ENS ES OR TR RE 5 cle 1 304 
FO VS TR ARE RE ET Ne à: Le 2 154 

SV NO 2 TS td te ie PE 1e 1 968 
Lot: VE /plante no9 x Le RAR RER ne 1433 

Va DO AE SRE eee TN RER DE LS 1 627 
ot VIT, plantée n2 92570 RES ANR EST 1 189 

TR à ES LE PP PE OT TE 1 163 


Les conclusions qui découlent de l'examen des figures 2, 3 
et 4 et des chiffres du tableau III se dessinent déjà avec 
netteté ; elles vont pourlant se modifier par la suite; je 
m'abstiendrai donc de les détailler pour le moment. 

La photographie (fig. 5), prise le 73° jour de l'expérience, 
montre en effet que l’un des témoins du lot V, le moins beau il 
est vrai, qui avait sur la plante du lot IV une avance consi- 
dérable au 36° jour de culture (V. tableau Il), doit être main- 
tenant en retard sur cette dernière. Cette assertion se justitie 
par les chiffres du tableau IV, où j'ai réuni les poids de solution 
utilisés par les plantes de la figure { et par un représentant de 
chacun des lots VI et VIT. 


Tableau IV. 
EAU ÉVAPORÉE 
DÉSIGNATION DES PLANTES PAR LES PLANTES 
en 73 jours 


Pot, I, planten ss et SRE 2 769 gr, 
BOIS Il; RE à LE NE SE OR PT rt 1 350 
FOobnIIl, —, nILE SE TETE RSC NES 2 358 
MOLeDVS = no NT NT REC: + S56 
HORROV,. — 00 Ve is RSR AE 7e 4 758 
ORNE — no 3 OT ER Te I  - 3 952 
LOC EEEEE un SSSR Ne ee a ts 3 608 


La comparaison de ces chiffres à ceux du tableau III met en 
évidence quelques faits intéressants. 
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Le plus frappant, je le répète, c’est l'avance que la plante du 
lot IV acquiert sur tous les témoins notés dans ce tableau. 
Les plantes des lots VI et VII, dont le développement indique 


clairement que les 4 éléments nouveaux incorporés au liquide 


nutritif sont offerts à une concentration trop élevée, ont été 
arrêtées après 77 Jours de culture. 

Les plantes des autres lots ont été maintenues en observation 
jusqu’au 90° jour d'expérience. 

J'ai réuni dans le tableau IV les résultats qui se rapportent 


plus particulièrement à la question à l'étude. 


12 


| Bo) LE 


Lot IV. 


OUAV, 


Lot III. 


OU 
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Tableau V. 
DURÉE DÉSIGNATION POIDS SEC EAU ÉVAPORÉE EN KILOGR. 
: _e des de par la par kilogr 
L'ERERETEPSE EHNENTS PLANTE DE MATIÈRE SÈCHE 
en jours PLANTES en grammes entière élaborée 
90 Lot I, plante n° 3 23,85 5,093 219,5 
90 Lot I], — n°1 (9,98 2,300 230,4 
90 Lot Ille —nn0,2 16,48 3,913 237,4 
90 Lot IV, — n:4 36,62 7,514 205,4 
90 Eot NV," n°1 43,10 9,278 215,1 
1 Lot VI, — n°2 18,16 3,861 209,4 
ail Lot VI, — n°3 18,51 4,296 232,0 
sir Lot VII, — n1 19,70 Bb 202,6 
7 Lot VII, — n°3 23 UD 3, 102 155,8 


Les conclusions suivantes découlent des chiffres de ce 
tableau : 

1° Le bore, l'aluminium et l'iode exercent une influence favo- 
rable sur le développement du maïs. 

2° L’arsenic s’est montré nuisible, comme l'indiquent les 
plantes des lots IT et II. | 

3° Les composés additionnels ont été employés à une concen- 
tration trop forte, puisque les plantes des lots VI et VIT ont 
présenté un retard prononcé sur celles du lot V, pendant toute 
la durée de l'expérience. 

4° La solution qui a alimenté la plante du lot IV semble 
satisfaire aux besoins du maïs. | 


TROISIÈME SÉRIE D'EXPÉRIENCES 


La troisième série d'expériences comporte l'étude des 5 corps 
additionnels; les conclusions de la 2° série, qui n'étaient pas 
acquises au moment où J'ai mis en train la 3° série, ne Jus- 
üifient pas l'élimination du fluor; il est possible, au contraire, 
que sa présence ait permis à la plante du lot IV:(2° série, 
tableaw IV) d'atteindre le poids du maïs témoin du lot V. J'en 
ai donc repris l'étude concurremment avec celle des 4 éléments 
examinés dans la 2° série. 

L'expérience a été réalisée, suivant la deuxième des méthodes 
indiquées au début de ce mémoire. 
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On a constitué une solution complète (P5) qui est toujours 
composée de la solution P, additionnée de 5 éléments complé- 
mentaires. 

J'ai adopté pour ces derniers les concentrations ci-dessous, 
afin de tenir compte des indications fournies par les cultures 
précédentes. 


Je RTE 1 
ASPATSeNnIAleR le SOUMET 500 000 
Fluorure de sodi LAN 
FSHIUOrUre Ter SOMME UN NEC 500 00u 
; LCA il 
ASS ulta le d'Al EN NT NE 100 000 
à à il 
BABOrAale des SOIN MP CE SON S5ù 000 
Ë 1 
Modure dé Dole EN CC. 350 000 


En supprimant dans la solution P +5 un des éléments com- 
plémentaires, on a préparé 5 milieux différents qui ont servi à 
cultiver autant de lots de plantes. 

Un 7° lot a reçu une solution nutritive préparée avec de l’eau 
de source et des composés purs ordinaires du commerce, à 
l'exception des éléments complémentaires. Je me suis dispensé 
de recourir à d'autres lots témoins correspondant aux lots VI 
et VIT de la 2° série d'expériences, parce que le degré de dilu- 
tion extrême auquel les éléments complémentaires ont été 
portés n'exige pas cette précaution. 

La 3° série d'expériences comprenait donc 7 lots de plantes, 
cultivés respectivement dans les milieux suivants : 


Lot I(P+5). . . . Solution P additionnée des 5 éléments 
complémentaires. 

OMR) CET Solution (P + 5) privée de fluor. 

Lot III (— As). . .. — privée d’arsenic. 

FOLAIN EP) 7 — privée de bore. 

Lot N NAT): 7. — privée d'aluminium. 

LOVE) EN — privée d'iode. 

Lot VII (témoin) . . . Solution P ordinaire à l'eau de source. 


Les lots I et IIT comprenaient chacun 5 plantes dont 3 étaient 
placées dans des flacons de # à 5 litres, et 2 dans des flacons 
de 2 litres. 

Le lot IT en comptait 7 : 2 dans des flacons de #4 à 5 litres, 
5 dans des flacons de 2 litres. 
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Les lots IV et V comptaient chacun # plantes réparties par 
moilié dans les deux sortes de flacons. 

Le lot VI était composé de 3 plantes : { dans un grand flacon, 
2 dans des flacons de 2 litres. 

Le lot VIT comprenait # plantes, loutes placées dans des 
grands flacons. 

Dans chaque lot, les plantes sont numérotées de 1 à 3, 4, 
5 ou 7, suivant le nombre de plantes, les chiffres les plus faibles 
étant atiribués aux grands flacons. 

Les lots IV, V, VLet VIT ont été mis en flacons 3 jours après 
les 3 premiers. 

Les plantes de ces divers lots se sont développées avec une 
régularité salisfaisante. 

Leurs progrès ont été fixés par l'image et déterminés approxi- 
malivement par l'évaluation des poids de solution utilisés per 
chaque plante. 

La figure 6 compte 7 plantes représentant les 7 lots; on a 
photographié les mieux venues parmi celles qui sont placées 
dans des grands flacons. 

Dans la figure 7, on a groupé les plus avancées parmi celles 
qui végètent dans des flacons de 2 litres; cetle photographie ne 
comprend que 6 plantes, puisque le lot Lémoin ne comporte pas 
de pelits flacons. 

Les deux photographies ont été prises le 32° jour de l'expé- 
ricnce, en ce qui concerne les 3 premiers lots ; les 4 derniers 
n'avaient encore que 29 jours de culture; on remarquera qu'elles 
n'ont pas été faites à la même échelle. 

Les poids du liquide évaporé par chacune des plantes jusqu au 
moment où elles ont été photographiées sont les suivants : 


Tableau VI. 
, EAU ÉVAPORÉE 
DÉSIGNATION DES PLANTES 
en grammes 


Plantes de la figure 6. 


Bob (Pl 45) TP lante NOM PTE 175 
MOT (FI). al l'anteNnOM RP TE 193 
PORN =. As). !. :29Plante mov EAN e 415 
FOIRE DB): . Plante EP NE RE 125 
ORNE AT: Plante . 165 
Lot MINE "INES . . Plante ENT RTE 198 
Lot Vilitémoin). … Plane nomment ere 20% 


NUTRITIO 


MINÉRALE DES PLANTES 


J 


ICONE POINT 


(POtVIT 


Lot. ot. Lot III. 


ILtoh, 11 
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Tableau VI (suile). 


EAU ÉVAPORÉE 
en grammes 


DÉSIGNATION LES PLANTES 


Plantes de la figure 7. 


LONADIP ES 5) ECM lan LENS. 2 RENE 270 
Lot Te (EL ST Plante noie LS CRETE 328 
LOBAITI MS TASSE EME Ne NOIRE ES tr 317 
MOINE BE Plan eo EN CNE 137 
ÉOINe =TAI PE OMNPIANLeSTON ES RE 0 MSP 198 
ÉotaVE (=: DCS PR En er en 232 


Des différences assez accusées s’observent déjà entre les 
plantes, suivant les milieux qui les alimentent. On remarquera, 
en outre, que les plantes placées dans les petits flacons se déve- 
loppent plus vite et plus régulièrement que celles qui végètent 
dans les grands flacons. Dans les premiers récipients, les 
racines atteignent en effet plus rapidement le dépôt où ellès 
puisent, grâce à l’action dissolvante de leurs excrétions, les 
éléments insolubles indispensables à la plante. 

On évalue de nouveau, à deux reprises différentes, au 37° et 
au 40° jour de l'expérience, les pertes de poids produites par la 
transpiration. Les différences entre les deux séries de chiffres 
donnent le poids de l'eau évaporée pendant les 3 jours écoulés 
entre les deux opérations (tableau VIT). 

Quelques vides existent dans chaque lot, principalement 
parmi les plantes des grands flacons. | 

L'influence de chacun des 5 éléments qui nous intéressent 
ressort clairernent des chiffres du tableau VIT. 

Le bore, l'aluminium, le fluor et l’iode sont utiles ; leur degré 
d'utilité apparente les classe dans l'ordre où je les ai énu- 
mérés. 

L'arsenic est nuisible. 

La solution complète cherchée semble donc devoir être con- 
stituée par la solution P, additionnée des # éléments dont l’uli- 
lité s'accuse de plus en plus. 

Si on compare les quantités de solution mises en œuvre par 
les plantes des lots IT et VIT, on en déduit en effet que les 
plantes du lot IIT possèdent sur les témoins une avance 
marquée. 


pris 1 


2 


ki 


md EU PRO ie UP nt » que put cé 


UE 


F1G. 1. 
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ete Vi, Lolil. 


IXOUMIE 


Lot IL. 


Lot V. 


Lot IV. 
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Tableau VII. 


EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 


2 au 37° jour au dans l'intervalle 
DÉSIGNATION DES PLANTES É 
DE L'EXPÉRIENCE 40° Jour des 
en grammes en grammes DEUX PESÉES 

Lot I(P+H5). , Not 240 » » 
No 3 672 A4 415 

No5ÿ 469 886 417 

Lot AR ir No 340 à D 
No 3 580 825 245 

No 4 645 997 352 

N° 6 427 652 225 
No 7 420" 643 223 
Lot III (— As). . . Nc 646 1 188 42 
No 2 987 1 798 811 

No 3 112 1 180 408 

No 5 s11 1 267 456 

Lot IV (— B) à No © 220 » » 
N° 4 275 454 179 

Lot N (— Al). e Ne! 249 » » 
No 2 390 » » 

No 3 349 635 290 

N° 4 426 750 324 

Bot VI — D Ne 2 470 » » 
N° 3 442 7141 05 

Ne 4 540 SSD 345 

Lot VII (témoin). : No1 590 1 063 473 
No 4 519 989 470 


Il résulle enfin des chiffres de la dernière colonne du 
tableau VIT, que les progrès des plantes des petits flacons, plus 
importants au début, sont maintenant moins rapides que ceux 
des maïs qui végètent dans les grands flacons. 

Les solutions nutritives des petits facons sont fortement 
appauvries, et le moment est venu d'arrêter les cultures qu’elles 
alimentent, afin de mettre en relief les qualités nutritives des 
milieux examinés par les différences de poids de matière végé- 
tale élaborée. 

L'expérience a donc pris fin, pour les plantes des petits 
flacons, au bout de 48 jours. 

Les plantes des grands flacons, pourvues de solution 
d'entretien, continuent à se développer. 


Fic. 


NUTRITION MINÉRALE DES PLANTES 161 


Le 49° jour de l'expérience, on photographie une seconde 
fois un représentant de chacun des lots IL, HE, V, VI et VIT. 


Lot V. 


Lot III. 


Lot MIT: 


OGM 


Pot 


Les plantes des lots I et IV, restées languissantes, ne sont 
pas représentées dans la figure 8. 

Les poids de solution évaporés par les plantes de la figure 8, 
depuis le début de l'expérience jusqu'au moment où on les à 
photographiées, sont les suivants : 
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Tableau VIII. 
EAU ÉVAPORÉE 
2 par 
DÉSIGNATION DES PLANTES 

CHAQUE PLANTE 


en grammes 


MOTIF l)e AN Plante nom Ce rc 195 
Lot î (— AS PART MONDES 2e 3 022 
EOt' ONT = TAT) PÉMEMPTAN eo PNR MANIERE 1 620 
Lot VIENT Plhantierno)e ee 0e 1 561 
ot WNteMOIN) MPIante nr". . 1 840 


Ces 5 plantes sont les mieux venues de celles qui constiluent 
les 5 lots qu'elles représentent. 

L'expérience s'est poursuivie encore pendant 26 jours; elle a 
donc duré 75 jours. Elle a pris fin peu de temps après la florai- 
son des plantes; l’évolution des épis femelles a été contrariée 
par le mauvais temps; les graines ne se sont pas développées ni 
chez les plantes du lot HT, ni chez les lémoins (lot VIT). 

Toutes celles qui étaient alimentées par des solutions ren- 
fermant de l’iodure de potassium ont présenté des accidents 
d'iodisme bénins et très tardifs. Il sera donc nécessaire d'abaisser 
la concentration de l’iodure de potassium à 1/500.000. 

J'ai réuni, dans le tableau [X, les résultats des cultures en 
pelits flacons. Toutes les plsnies ne figurent pas dans ce tableau ; 
celles qui manquent ont servi à d’autres recherches. 


Tableau IX. 


Cultures en petits flacons. Durée 48 jours. 


POIDS SEC EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 
: ; des par par kilogr. de 
DÉSIGNATION DES PLANTES : 
PLANTES LA PLANTE MATIÈRE SÈCHE 
en grammes en grammes en kilogr. 
Lot I(P+5)(i) Plante n 3 7,205 1 297 180,0 
Lot II (— F)... Plante no 3 5,328 .. 948 1722 
Id. n° 4 5,977 1 130 189,0 
Lot IIL (— As). . Plante n°'5 8,826 1 410 159,7 
Lot IV (— B) . . Plante n° 4 3,290 .. 54 168,3 
Lot V(— Al)... Plante n° 4 L,148 877 184,7 
Lot VI (— I). . . Plante n° 4 5,515 985 176,6 


(1) J'ai fait figurer dans ce tableau, pour représenter le lot I, un plant de 
mais qui a poussé dans la même solution que le lot I, additionnée de traces 
de citrate de sodium et de lactate de calcium. Ce milieu avait été préparé 
pour un 8° lot de plantes, de la 3° série d'expériences; ce lot a évolué à côté 
des précédents, dans les mêmes conditions par conséquent, et pendant le 


| 
| 
| 
| 
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Les résultats fournis par les cullures des grands flacons sont 
consignés dans le tableau X. 


Tableau X. 
Cultures des grands flacons. Durée : 35 jours. 


POIDS SEC EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 


3 des par par kilogr. de 
DÉSIGNATION DES PLANTES s DE 
PLANTES CHAQUE PLANTE MATIÈRE VÉGÉTALE SÈCHE 


en grammes en grammes par kilogr. 


Lot. 21 (P:E%5). No12:2027;390 4 606 168,1 
Bob TIRER) No 4. 17,341 3 211 185,1 
Lot III (— As) NOMME 12955 > 943 185,9 
Id. No 2. 39,170 6 845 174,7 
Lot [IV (— B). . . N°2. Ne s’est pas développé. 
COLE EAN ONU 18-1687 3 120 ilpÉ rl 
Id. No,2% 18,990 3 710 195,3 
LOUUNIR EE PUPENSIS NE DT 86 4 441 160,5 
Lot VII témoin . . No 1. 34,146 > 666 165,9 
Id. No 4. 37,185 6 136 165,0 


Les conclusions qui se dégagent des chiffres de ces deux 
tableaux sont concordantes et doivent être considérées comme 
définitives : 


1° Le bore, l'aluminium, le fluor et l'iode sont indispen- 
sables au développement du maïs au mème titre que Az, P, K, 
Ca, Mg, S, Fe, Cl, Si, Mn, Zn, cela fait en tout 15 corps 
simples; le nombre des corps simples qui entrent dans la 
composition du maïs s'élève donc à 18, en comptant C, Het 0, 
les plus abondants de tous (1). 


même temps. Les plantes qui le composent se sont mieux développées que 
celles du lot I, et ont mieux réussi dans les grands flacons. Le témoin sup- 
plémentaire que j’emprunte à ce lot ne vicie pas les conclusions que je 
déduis de cette expérience, il ne peut même que les renforcer, puisqu'elles 
établissent la nocivité de l’arsenic. 

(4) Voir : A. GaurTier, Influence du fluor sur la végétation, Comptes rendus 
de l’Acxd. des Sciences, t. 160, p. 194. — A. Gaurier et P. CLausuanx, Le fluor 
dans le règne végétal, Comples rendus de l'Acad. des Sciences, t. 162, p. 105. — 
H. AGuLuox, Présence et utilité du bore chez les végétaux, Ces Annales, 
& XXIV, p. 321. — P. Maé, Détermination des éléments minéraux rares 
nécessaires au développement du maïs, Comples rendus de l'Acad. des 
Sciences, t. 160, p. 211. 
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I 


INFLUENCE 
DES MATIÈRES ORGANIQUES SUR LE DÉVELOPPEMENT DU MAIS 
CULTIVÉ EN MILIEU PUÜREMENT MINÉRAL 


Les recherches que je viens d'exposer ont mis en évidence 
des faits que j'ai mentionnés en passant. Dans les solutions 
purement minérales, les débuts de la végétation sont souvent 
pénibles ; cette particularité nuit à l’'homogénéité des lots. 

Le développement est plus régulier chez les plantes cultivées 
dans des solutions préparées avec de l’eau de source ou de l'eau 
distillée et des sels ordinaires. 

On relève aussi une sensibilité plus grande aux accidents 
d’iodisme chez les maïs qui poussent dans les milieux com- 
posés de corps chimiquement purs. 

Il semble donc que ces derniers ne possèdent pas encore 
toutes les quaiités qu'on doit leur réclamer. 

Leurs défauts ne sont pas imputables à l'absence d'un ou de 
plusieurs éléments indispensables au maïs, puisque les plantes 
les mieux venues atteignent des poids aussi élevés que les 
témoins. On peut d’ailleurs les corriger, dans une certaine 
mesure, soit en introduisant dans la solution nutritive de 
petites quantités de sels organiques, soit en transformant le 
sulfate ferreux en sulfate ferrique. Ce sont les résultats de ces 
interventions que je vais maintenant résumer, en commençant 
par les améliorations produites par l'addition de sels orga- 
niques à la solution purement minérale. 

Les sels organiques que j'ai employés sont, d’une part, le 
citrate de sodium et le lactaté de calcium mélangés par poids 
égaux; de l’autre, les composés complexes dénommés humus, 
que J'ai extraits d'un terreau déjà ancien, fortement appauvri 
en carbone par les combustions dues à des actions micro- 
biennes. 

Mis en suspension dans l'eau distillée avec de l'ammoniaque 
en quantité juste suffisante pour atteindre la réaction alcaline, 
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l’'humus a donné ainsi un liquide qui renfermait par centi- 
mètre cube 13 milligrammes d'extrait sec, dont 3 milli- 
grammes de cendres. 

Chaque plante recevait 10 cent. cubes de ce liquide répartis 
dans un volume de solution de 4 litres 500 environ. 

Comme les cendres apportées par la matière organique 
peuvent faire varier les résullats, indépendamment de cette 
matière elle-même, on a cultivé un lot de plantes dans la 
solution minérale additionnée de 30 milligrammes de cendres 
d'humus par flacon de 4 litres 500. 

Le mélange de citrate et de lactate offert à chaque plante 
pesait 50 milligrammes. 

Ce mélange, de même que l’humus et les cendres ont été 
fournis une fois pour toutes au début de l'expérience. Les 
solutions d'entretien ne renfermaient que du nitrate de 
sodium, du phosphate de potassium et du sulfate de magné- 
sium, à la même concentration que dans la solution initiale 
complète. 

Une première série d'expériences comprenait 5 lots de 
3 plantes placées dans les 5 milieux suivants, répartis dans des 
flacons de # litres 500 de capacité environ : 

Lot I, lémoin des lots IF, IT et EV : solution purement 
minérale (P. M.). 

Lot Il, solution (P. M.) additionnée de 20 milligrammes de 
lactate de calcium et de 20 milligrammes de citrate de sodium 
par litre (L. + C.). 

Lot IL, solution (P. M.) avec 130 milligrammes de matières 
humiques par flacon (H.). 

Lot IV, solution (P. M.) avec 30 milligrammes de cendres 
d'humus par flacon (C. H.). 

Lot V. Solution ordinaire préparée avec de l'eau de source 
et des sels ordinaires, exception faite des 4 éléments addi- 
tionnels Al, B, F, L{T). Ce lot remplit le rôle de témoin vis-à- 
vis du lot I (1). 


(4) La série comptait un sixième lot pourvu de la mème solution que le 
lot V additionné des 4 corps complémentaires. Les plantes de ce lot sont 
devenues chlorotiques ; elles m'ont fourni l’occasion d'observer pour la pre- 
mière fois l'accident de végétation dû à la présence du plomb dans l’eau de 
source et que j'ai décrit sous le nom de chlorose Loxique. Comples rendus «es 
séances de la Société de Biologie, t. LXXIX, p. 1059. 


“4 
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J'ai réuni dans le tableau XI les résultats de cette série 
d'expériences dont la durée a atteint 73 jours. 

Chaque lot est représenté seulement par la plante la mieux 
venue. 


Tableau XI. 
EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 
POIDS SEC c 
L par par kilogr. 
DÉSIGNATION DES PLANTES DES PLANTES 
CHAQUE PLANTE DE MATIÈRE SÈCHE 
ee EE en kilogr. en kilogr. 
Mot MIUIP2MI)E Se 38,394 6,881 179,4 
Mob He (Pre C2): 39,180 8,699 222,0 
MORE). 38,404 6,930 180,4 
MORIN AICNHE ME 39,475 6,891 195,6 
OTOINVAUTO SEE 31,324 6,635 TRE 


Ces résultats montrent que l'influence des acides organiques 
et de l'humus n'est plus sensible à la fin de l'expérience. Leurs 
effets ne sont apparents qu'au début de la végétation. Il est. 
vraisemblable qu'ils sont absorbés bien avant la fin de l'expé- 
rience. 

Il convient donc de comparer les développements des divers 
lots dès le début des cultures: on y parvient facilement en 
déterminant les poids de solution nutritive utilisée par chaque 
plante. 

On a donc réalisé une seconde série d'expériences qui 
n'est que la reproduction de la première avec cette seule 
différence que l’humus dont on à fait usage a été extrait 
d’un terreau moins ancien; il ne renfermait que 10 p. 100 
de cendres au lieu de 23 p. 100 comme le premier échan- 
tillon. 

Les 10 cent. cubes de mélange d'humus et d'eau offerts à 
chaque plant du lot IL (H) renfermaient 102 milligrammes 
d'extrait et 10 milligrammes de cendres. 

On a évalué l’eau évaporée par chaque plante en 29, 39 et 
51 jours : colonnes 2, 3, 4 du tableau XI. Ces trois dates déli- 
mitent deux intervalles de 10 et 12 jours, auxquels correspon- 
dent les quantités d’eau évaporées inscrites dans les colonnes. 
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Tableau XII. 


EAU ÉVAPORÉE EN GRAMMES PENDANT 
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a — oo 2 Vo 


des 


PLANTES 29 jours 


Q) (2) 

1 591 
2 588 
3 927 
1 715 
2 1121 
3 653 
il 913 
2 818 
3 265 
(l 821 
2 850 
3 160 
il 542 
2 140 
9 249 
4 68 
2 496 
3 48 


39 jours 51 jours 
@ mn 
POtMININPAP:) 
1181 2151 
1171 2267 
1309 2617 
Lot II (L.+C) 
1560 3196 
2210 4213 
1343 2663 
Lot IIL (H.) 
©1959 3827 
1719 3229 
1367 2959 
Lot IV (CH) 
1656 3205 
179% 3604 
1078 2348 
POtANVAIE) 
865 (1) » 
290 » 
358 » 
Lot VI (T.+L). 
990 (1) » 
830 » 


865 » 


le 1er intervalle 
40 jours 


(5) 


le 2° intervalle 
12 jours 


(6) 


970 
1096 
1308 


1636 
2003 
1520 


1868 
1510 
1592 


1549 
1810 
1270 


On voit que les deux lots de plantes IT et IIT qui poussent 
dans les solutions additionnées de petites quantités de matières 
organiques forment un ensemble plus homogène et plus pros- 
père que les deux lots I et IV qui se développent dans les 
milieux minéraux. Les différences s'estompent dans les chiffres 
du tableau XIII qui renferme les résultats définitifs de la 
seconde série d'expérience à laquelle on a mis fin au bout de 


72 jours. 


(1) Toutes les plantes des deux lots V et VI sont atteintes de chlorose 


toxique. 
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Tableau XIII. 


POIDS SEC EAU ÉVAPORÉE EAU ÉVAPORÉE 
des par par kilogr. 
DESIGNATION DES PLANTES é ë x 
PLANTES CHAQUE PLANTE DE MATIÈRE SÈCHE 
en grammes en kilogr. en kilogr. 
IAIMÉEPE) EE MIND? 23,420 4,180 204,1 
No 3. 31,590 6,437 171,2 
LIU PIC AT RIN MES 31,420 7,051 188,4 
INC IQRE 46,173 8,650 181,3 
RITONET) RE RIN ONE 35,120 5,602 15959 
No 3. 31,820 6,686 176,7 
DVACAAHA R SNN Ode 63,880 6,641 103,9 (1) 
N°22; 43,394 7,861 181,1 


(1) Le poids de l’eau évaporée, pour élaborer 1 kilogramme de matière 
végétale sèche par la plante n° 1 du lot IV, est singulièrement réduit; il 
vaut donc qu’on s'y arrête, bien que jusqu'ici, je me sois toujours abstenu 
de prendre en considération les écarts que l’on a pu constater entre les 
chiffres déjà nombreux que j'ai publiés. Il est, en effet, tout naturel de les 
attribuer à des différences individuelles; et si on se reporte aux observa- 
tions relatives aux transpirations diurne et nocturne chez le maïs, consignées 
au tableau XIII du 3 mémoire — Rôle de l'eau dans la végétation (Ces 
Annales, t. XX VIT, p.1093), on constatera la légitimité de cette interprétation. 

Envisagé de ce point de vue, le résultat fourni par la plante n° 1 du lot IV 
signifie simplement que cetle plante a mieux utilisé sa solution nutritive 
que toutes celles qui composent sa série. En d'autres termes, elle a tra- 
vaillé plus « économiquement » puisqu'elle a fabriqué avec le même volume 
de solution minérale un poids plus élevé de matière végétale. 

Mais cette conclusion suppose implicitement que la « solution physiolo- 
gique » absorbée par les racines demeure constante pour toutes les plantes 
conformément d’ailleurs à la loi que j'ai élablie. Or, on peut nourrir quelque 
doute sur le degré de généralité de cette loi, en présence de chiffres aussi 
discordants que ceux qui suggèrent les réflexions actuelles. 

Il convient donc de lever ce doute. On y parvient facilement en compa- 
rant le taux des cendres que renferment les organes aériens de quelques 
plantes choisies à cet effet parmi celles du tableau XIII. J'ai réuni les 
éléments de eomparaison dans le tableau ci-dessous. 


EAU ÉVAPORÉE CENDRES POUR 100 


ar kilogr. ‘ ÿ 
P 8 DE MATIÈRES SÈCHES 


———_ 


DÉSIGNATION DES PLANTES à : 
DE MATIÈRES SÈCHES 


en kilogr. Feuilles Tiges 

Pobtile(ne -E CL RNort 188,4 10,69 12,64 
OPEL.) Eee NE 159,5 10,72 15,06 
OAV CRE.) EP OIN AE 103,9 10,87 9,74 
Id. No 2 181,1 10,48 13,24 


On voit que le taux des cendres est à peu près constant dans les feuilles ; 
c'est un fait que nous connaissons depuis longtemps; on peut constater, par 
contre, qu'il varie dans les tiges, et que c’est celle de la plante n° 1 du lot IV 
qui est sensiblement plus pauvre en matière minérale que les autres. Ce 
résultat est donc conforme à celui que l'on pouvait prévoir, d'après la loi de 
l'absorption des solutions nutrilives. 

Celte constatation faite, on a le droit de tirer de ce fait particulier les 
déductions qu'il comporte, car je peux le déclarer dès maintenant, il n'est 
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La conclusion qui se dégage de la deuxième série d’expé- 
riences est donc en faveur d’une influence bienfaisante des 
matières organiques ajoutées à la solution minérale; mais cette 
même série d'expériences prouve en même temps que les 
matières organiques ne sont pas indispensables, si l’on excepte, 
bien entendu, les réserves séminales qui, elles, ne sont pas 
négligeables comme poids, puisqu'elles atteignent environ # à 
» décigrammes par graine. 


1 


INFLUENCE DE L'AÉRATION ET DE L'ÉTAT D’OXYDATION DU FER 
SUR LA MARCHE DE LA VÉGÉTATION 


L'état chimique des éléments rares et en particulier du fer 
exerce une action sensible sur la marche de la végétation. 
J'ai toujours fait usage de sulfate ferreux; mais lorsqu'il 


pas unique dans son genre, comme je le montrerai plus tard : lorsque dans 
un lot de plantes cultivées dans les mêmes conditions, on constate que le 
volume de solution mis en œuvre pour élaborer le même poids de matières 
végétales varie sensiblement d’un végétal à l’autre, on peut affirmer que le 
rendement économique correspondant à chaque plante est en raison inverse 
du poids de solution utilisée, ou ce qui revient au même, de l'eau évaporée 
par unité de poids de matière organique créée. 

Pour sélectionner les individus d’une même variété, pour comparer deux 
variétés de végétaux cultivés au point de vue du rendement économique, il 
suffit donc de déterminer le poids de l'eau évaporée par unité de poids de 
matière sèche récoltée. 

L'application de ce principe n’est pas toujours facile; mais on peut tourner 
la difficulté en évaluant le taux des cendres des organes de réserve, puis- 
que les cendres varient suivant le volume de solution nutritive utilisée. 

Amené ainsi par l’enchainement des faits à considérer le taux des cendres 
dans les organes de réserve comme un moyen de comparer le rendement 
économique des plantes, on est conduit tout naturellement à chercher la 
confirmation de cette conclusion dans les innombrables observations que 
renferme l'histoire de la betterave sucrière. 

: Or ces observations nous apprennent que le taux des cendres varie 
dans les racines en raison inverse de leur richesse saccharine. On n'a pas 
établi les causes de cetle relation ; mais il est hors de doute, à mon avis, 
qu'elles sont les mêmes que celles que j'ai mises en évidence chez le maïs. 

Il en résulte que la détermination de la richesse saccharine, l'évaluation 
du taux des cendres, la mesure du volume d’eau évaporée pour élaborer 
l'unité de poids de matière végétale sèche, constituent autant de moyens 
d'établir le rendement économique d’une plante. 

On sait les services que le premier a rendus dans la sélection de la bet- 
terave à sucre. Le dernier permettra aussi, je le pense, de sélectionner les 
meilleures variétés de céréales et de légumineuses. 


13 
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s'agit de préparer un milieu nutritif ordinaire, on fait d'avance, 
en raison de la commodité du procédé, des solutions à 10 p. 100 
de chacun des sels qui y entrent. 

Or, le sulfate ferreux dissous se transforme partiellement en 
sel ferrique avec dépôt de rouille; ce n’est done pas du sulfate 
ferreux que l'on offre à la plante, mais un mélange de trois 
composés du fer. 

Les solutions purement minérales ont été préparées, au 
contraire, avec des sels en nature, afin d'éviter, autant que 
possible, d'y introduire les éléments du verre que les solutions 
conservées en flacon renferment toujours en plus ou moins 
grande quantité. 

Cette légère modification de technique peut avoir une réper- 
cussion sur l'évolution des plantules parce que les composés 
ferreux ne sont pas tolérés par les plantes aussi bien que les 
composés ferriques. 

On peut supposer pourtant que les faibles doses de sulfate 
ferreux, que renferme la solution nutritive, s’oxydent rapi- 
dement dans les flacons de cullure; mais l'expérience ne jus- 
tifie pas cette hypothèse pour deux raisons : d’abord le liquide 
stérilisé ne reprend que lentement l'oxygène dont le chauffage 
l'a privé, et, en second lieu, les racines qui envahissent bientôt 
toute la masse du liquide absorbent l'oxygène plus vite qu'il 
ne leur parvient. 

Cette deuxième proposition ne paraît pas évidente ; mais if 
est facile de l’établir expérimentalement en montrant que les 
solutions nutritives réduisent le bleu de méthylène. 

On introduit, à cet effet, dans les flacons de culture, des 
solutions d'entretien franchement teintées de bleu. On con- 
state que la réduction du colorant peut se faire en moins de 
24 heures si les racines forment un lacis serré, et si les condi- 
lions atmosphériques sont favorables à la végétation; elle se 
produit aussi bien dans les solutions qui s’acidifient sous 
l'influence des excrétions des racines, que dans celles qui 
s'alcalinisent (1). 

La décoloralion n’est donc pas due exclusivement à des 

(1) Une partie du bleu de méthylène est absorbée directement par les 


racines; le colorant se répand dans les organes aériens; mais il n'y est 
réellement visible que sur la plante sèche. 
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sucres réducteurs qui, en s'oxydant en milieu alcalin, aux 
dépens de l’oyygène de l'eau, libèrent de l'hydrogène qui se fixe 
sur le bleu de méthylène. IT faut admettre que le liquide ren- 
ferme, en outre, des substances oxydables susceptibles de jouer, 
dans les milieux acides, le mème rôle que les sucres dans les 
milieux alcalins. 

La présence de peroxydase excrétée par Les racines tend enfin 
vers le même but, mais indirectement, puisque cette diastase 
porte l'oxygène euh sur certaines matières organiques, 
également éliminées par les racines (1). 

Il en résulte que la solution nutritive est privée d'oxygène 


libre quand la végétation est active; les composés ferreux y 


conservent donc leur état initial (2). 

Qn peut corriger ce défaut de la solution purement POS 
soit en remplacant le sulfate ferreux par un composé ferrique, 
soit en l’oxydant dans la solution même. 

J'ai donné la préférence au dernier moyen. 

L'hypochlorite de sodium et le permanganate de potassium 
conviennent très bien à cette opération ; l'eau oxygénée y est 
impropre; les plantules n’évoluent pas en présence de peliles 
quanlités de peroxyde d'hydrogène. 

L'hypochlorite de sodium a été employé à raison de 4,5 et 
6,7 milligrammes par litre de solution nutritive, quantités cor- 
respondant à 2 et 3 milligrammes de chlore libre. Le perman- 
ganate, à raison de 8,75 et 17, é milligrammes par litre four- 
nissant par conséquent 2,2 et #,4 milligrammes d'oxygène actif 
par litre. 

L'addition des corps oxydants à | la solution nutritive précède 
la stérilisation. 


(1) Ces divers procédés d'oxydation échappent à l'observation directe dans 
les cultures du maïs; celles du Sorgho et du Chou pommé les mettent en 
évidence d'une facon frappante. Les solutions nutritives aseptiques qui ali- 
mentent ces plantes se colorent, en effet, peu à peu en brun acajou foncé. 
Ce fait, qui est une illustration aussi simple que probante de l’existence!d'une 
fonction d'excrétion chez les racines, établit en mème temps que, parmi les 
substances excrétées, quelques-unes peuvent s'oxyder au contact de l'air, 
grâce, peut-être, à la présenee de peroxydase. La formation de ce pig- 
ment brun foncé n'est peut-être pas sans relation avec la forte pigmenta- 
tion des graines du Sorgho et du Chou. 

(2) L'aération insuffisante des solutions nutritives constitue par elle-même 
une condition défavorable à la végétation, à laquelle on ne peut remédier 
qu'en modifiant la forme el le volume des flacons de culture. 
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L'hypochlorite se décompose entièrement pendant le chauf- 
fage:; le permanganate étant employé en excès, les solutions 
demeurent franchement roses. Mais l'excès de permanganate 
n'est pas nuisible ; il se décompose, d'ailleurs, assez vite, au 
contact des racines, en les recouvrant d’un précipité brun, d’où 
les extrémilés végétatives émergent, toutes blanches, au bout 
de 48 heures. 

Dans les solutions ainsi traitées, les plantules se développent 
mieux et plus régulièrement que dans les milieux témoins. 


Les avantages du procédé sont si évidents que j'emploie 
aujourd'hui le permanganate comme source de manganèse, 
dans les solulions nutritives, de façon à oxyder au maximum 
tout le fer qu'elles renferment. 


CONCLUSIONS 


(4 


Le maïs se développe et accomplit toute son évolution dans 
une solution minérale qui renferme 15 corps simples, en 
exceplant Na, dont l'utilité reste à démontrer. 

Ce résultat fournit la solution d'un problème posé depuis 
longtemps. Il faut se hâter d'ajouter qu'il ne peut pas être 
sénéralisé ; il est vraisemblable seulement, que les exigences 
en éléments minéraux des graminées cultivées se rapprochent 
beaucoup de celles du maïs; mais 1l est certain que les cruci- 
fères (Chou) et les légumineuses (Pois, Haricots, Vesce, Lupin) 
ne se développent pas bien dans la solution qui convient au 
maïs ; chaque famille, chaque genre de plantes à ses besoins 
particuliers qui portent soit sur la nature des éléments, soit sur 
leur degré de concentration dans le milieu nutritif. 


Il n'existe donc pas de solution « omnibus » se prêtant indif- 
féremment à la culture de toutes les espèces végétales. IL y à 
des éléments communs à toutes ces solutions; ce sont : 
Az, P, K, S, Ca, Mg, Fe, et peut-être Cl et F; mais on-ne 
peut pas affirmer qu'il en est de même des éléments rares 
quand on constate que Mn et Zn jouent plus ou moins directe- 
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ment le rôle d’antidotes vis-à-vis d'intoxications d’origine ali- 
mentaire (1). 


En ne considérant, dans cet ordre d'idées, que les faits que 
j'ai mis en évidence chez le maïs seulement, on peut se per- 
mettre de classer les éléments de la solution en deux caté- 
sories, une première qui comprendrail les éléments d'organi- 
sation, et une seconde qui réunirait les corps rares dont les 
fonclions, encore mal connues, consisteraient à prévenir les 
intoxications dues vraisemblablement à l'accumulation de 
composés de transitions au cours des transformations que 
subissent les substances alimentaires. 

Il est permis de généraliser cette classification si on admet 
que les plantes exerètent des produits toxiques qui rendent le 
sol impropre à la culture continue d'une même espèce. Il est 
clair, en effet, qu'une plante qui rejelte de tels produits doit 
assurer d'abord sa propre défense contre leur action pernicieuse. 
Mais il est difficile d'admettre, comme je l'ai déjà affirmé à 
plusieurs reprises, que des composés organiques solubles 
résistent dans la terre, pendant des rois et des années, aux 
moyens de destruction si puissants et si variés que les microbes 
meltent en œuvre. 

Mes observations ne concernent que les intoxications alimen- 
tuires du maïs dues à la privation de zinc ou de manganèse ; 
rien ne prouve que sous l'influence des mêmes causes, des 
plantes appartenant à d’autres espèces réagiraient de la mème 
manière; en d’autres termes, rien ne permet de déduire de ces 
résultats que les éléments rares, qui sont indispensables à une 
espèce, le sont aussi à une autre. On s'explique même qu’une 
fonction chimique définie puisse être assurée dans la plante, 
par deux corps chimiquement voisins, ce qui revient à admettre 
l'isomorphisme physiologique, mais limité aux éléments rares. 


4) P. Mazé, Chlorose toxique du maïs. La sécrétion interne et la résistance 
naturelle des végétaux supérieurs aux intoxications et aux maladies parasi- 
taires. Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 1916, t. LXXIX, p. 1059. 


NOUVELLE PRÉPARATION 
D'UN CALOMEL TRÈS DISSOCIABLE 


par le pharmacien-major PAUL DURET 


du Centre dermato-vénéréologique de la IX® région. 


Le chlorure mercureux obtenu par sublimation, calomel à la 
vapeur, ou par précipitation, précipité blanc, étant une poudre 
très dense et contenant, malgré des lavages répétés, des traces 
de leurs générateurs, nous avons cherché à préparer un chlorure 
mercureux léger et absolument pur, qui soit totalement exempt 
de sublimé ou d'acide azotique. 

Voici les résultats de nos recherches : 


Quand on met une solution aqueuse glycosée de bichlorure 
de mercure en contact de corps susceptibles de saturer l'acide 
chlorhydrique provenant de la dissociation du chlorure mer- 
curique, il y a formation de protochlorure de mercure. 

Ainsi, en ajoutant à une telle solution de la soude, ou de la 
magnésie, ou du carbonate de soude, ou du bicarbonate de 
soude, ou du carbonate de magnésie, il y a production de 
calomel, mais aussi d'oxyde mercureux ou de carbonate mer- 
cureux, et mème de mercure métal, en proportions variables 
suivant qu'on a employé l'un de ces corps, bien qu'il ait été 
versé avec précaution peu à peu, à froid, et même en quantité 
insuffisante, pour transformer la totalité du sublimé mis en 
présence. C'est que l'acide chlorhydrique provenant de la disso- 
ciation du bichlorure de mercure est libéré lentement et 
ne peut saturer la base de ces corps avant que celle-ci n'agisse 
sur le sublimé non encore dissocié ou sur le calomel qui a 
pris ‘naissance. 

Si l'on opère à froid en présence de carbonate de chaux, 
mème en excès, la réduction du chlorure mercurique n'est pas 
poussée au delà du chlorure mercureux, qui, produit lente- 
ment, forme un précipité à l'aspect soyeux. Mais le carbonate 
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de chaux, étant un corps insoluble, difficilement dissociable 
dans ces conditions, reste en grande partie inatlaqué et souille 
le calomel ainsi formé : le lave-t-on à l’eau acidulée pour éli- 
miner le carbonate de chaux, son état physique en est modifié; 
fait-on intervenir la chaleur, pour acliver la dissociation du 
sublimé, il y a réduction partielle de ce calomel. 

Nous avions cru pouvoir obtenir de ce calomel exempt de 
carbonate de chaux, en opérant avec du bicarbonate de chaux 
préparé au moment de l'emploi, en mélangeant dans des pro- 
portions voulues une solution de bicarbonate de soude et une 
solution de chlorure de calcium: mais la dissociation du 
bicarbonate de chaux tendant vers la formation de carbonate 
de chaux et la dissociation du sublimé étant plus lente que cetle 
formalion, il reste encore mêlé au calomel formé (il est vrai, 
en plus grande quantité) du carbonate de chaux insoluble, dont 
l'attaque est d'autant moins facile, qu'on s'éloigne du moment 
de sa formation, par suite de la modification de son état molé- 
culaire. 

C'est alors que nous avons pensé à employer du bicarbonate 
de magnésie, corps soluble, dont la dissociation tend vers la 
formation de magnésie, tout en conservant au milieu une 
réaction acide par dégagement progressif d'acide carbonique. 
En opérant comme il suil, nous avons pu obtenir du chlorure 
mercureux pur, non réduit. 

Préparer les trois solutions suivantes : 


1 ANT D PET SN ER EE EE A LE 
Acide chlorhydrique pur. - : - - - . . . X gouttes. 
HauMHSHllée:.)r CE Eee 0e à el MDBerimmes. 

REémBicarbonate de soude! Dam un: 6 grammes. 
np nn "us, 2. 4 1,40 — 
ESA dISuée. 0... 0 : RE ie ED — 

IL. Chlorure de magnésium cristallisé. . 1 gr. 50 
PRISE NS NON Sranmmes. 


La solution I étant contenue dans un ballon* de 500 cent. 
cubes, verser le mélange des solutions II et LIL, fait au moment 
de l'emploi, dans une capsule en porcelaine; agiter et laisser 
réagir. Un abondant dégagement d'acide carbonique se produit, 
en même temps que se précipite du chlorure mercureux très 
finement divisé, puis la réaction se ralentit. Alors soumettre le 
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ballon à l’action du vide, ou mieux, le chauffer au bain-marie, 
en agilant continuellement, jusqu'à ce que le dégagement 
gazeux ail presque cessé, laisser refroidir; puis verser sur un 
filtre, et laver à l'eau distillée froide. On recueille ainsi environ 

10 grammes de calomel. | 

Dans cette réaction, le bicarbonate de soude en présence de 
chlorure de magnésium, en léger excès, passe en tolalité à 
l’état de chlorure de sodium et de bicarbonate de magnésie, 
qui, au contact de l'acide chlorhydrique provenant de la disso- 
ciation du sublimé, abandonne son acide carbonique et repasse 
à l’état de chlorure de magnésium, pendant que la totalité du 
bichlorure de mercure s’est déchlorurée et a été transformée en 
protochlorure de mercure. 

Il est nécessaire d'observer exactement ces proportions, 
autrement un excès de bicarbonate de magnésie abandonnerait 
un précipité de carbonate de magnésie qui se trouverait 
mélangé au précipilé de calomel recueilli ; d'autre part, une 
quantité insuffisante de bicarbonate de magnésie laisserait 
indécomposé du sublimé qui pourrait imprégner le précipité de 
calomel. | 

Ce calomel ainsi obtenu est d'une ténuité et d’une légèreté 
bien supérieures à celles du calomel à la vapeur : alors que 
10 grammes de celui-ci occupent un volume de 5 cent. cubes, 
même poids de notre calomel, soit 10 grammes, occupe un 
volume 3 fois supérieur, soit 15 cent. cubes. 

Ses propriétés physiques ne sont pas seules modifiées par 
celte préparation, mais aussi ses propriétés chimiques, car, en 
contact de l’eau distillée, sa dissociation est nettement mani- 
festée par la diphénylcarbazide et aussi le monosulfure de 
sodium, alors que, dans les mêmes conditions, ces deux 
réactifs sont infiniment moins impressionnés par le calomel à 
la vapeur. Aussi avons-nous pensé que la pommade prophy- 
lactique et l'injection antisyphilitique préparées avec ce calomel 
jouiraient d’une plus grande activité : c'est ce que vérifie 
l'expérience. 


FORMULE MODIFIÉE DE POMMADE PROPHYLACTIQUE 


AU CALOMEL LÉGER ET TRÈS DISSOCIABLE 


par le pharmacien-major, PAUL DURET 


du Centre dermato-vénéréologique de la IX° région 


Il est démontré que la pommade au calomel, selon la formule 
de Roux-Metchnikoff, permet d'éviter la contamination syphi- 
litique, et les nouvelles statistiques américaines confirment ce 
fait; cependant des échecs sont constatés, malgré l'application 
de cette méthode. Aussi avons-nous cherché à augmenter 
l'activité de cette pommade. 

D'abord, par quel mécanisme agit le calomel et comment ce 
corps insoluble peut-il franchir cette barrière qu'est l'épiderme 
corné? Nous avons constaté, x vitro, que notre calomel très 
dissociable (obtenu par précipitation en partant du sublimé) 
était réduit en mercure métal infiniment divisé, si sa suspension 
aqueuse, en présence de matières organiques et au contact de 
corps susceplibles de saturer l'acide chlorhydrique provenant 
de sa dissociation, était soumise à l'influence d'une légère élé- 
valion de température. D'autre part, nous savons que la couche 
cornée est seulement perméable aux substances volatiles et aux 
gaz; or cetle production de mercure à l'état naissant, dans un 
état de division infinie, facilite l'émission des vapeurs de ce 
corps, qui, sous celte forme, peuvent ètre absorbées par la peau. 
Du reste il à été démontré, par le passage rapide du mercure 
dans les urines, que la surface glandulaire absorbe le mercure 
qui y est déposé sous forme d’onguent napolitain à l'état de 
pastilles sous-préputiales. 

Mais si l'état physique d’une substance active influe gran- 
dement sur ses effets, nous savons aussi que la forme pharma- 
ceutique ou le véhicule peut faire varier l'action d'un agent 
médicamenteux. Cette pommade devant s'appliquer en même 
temps sur l’épiderme corné et sur les muqueuses, les qualités 
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du milieu, où sera incorporé le principe actif, devront assurer 
l'imprégnalion de ces deux revêtements cutanés différents. 
Voici la formule que nous proposons : 


Calomel, précipité du sublimé . . . . . . . . 10 grammes. 
Chlorure de magnésium cristallisé . . . . . . 410 grammes. 
Bicarbonatetdersoude "Rent. CNT cramiNes 
Taynols OL HE EAN PME J 43 Per A 

Camphre we ei ER LT OS or 430 

Glycérolé d'ami EN CE PR PC M eramties. 
Huile d'arachide MA RME ER EL Merammes 
Lanoliner*anhydre: MALE n90israbimes: 
Fauidistllé ER PER EN RER ER PP AOL IC TAMINES 

PrRéparaTION. — Triturer au mortier le chlorure de magné- 


sium et le bicarbonate de soude avec la quantité d'eau indiquée, 
ajouter le caloméel, puis délayer le glycérolé. D'autre part, faire 
fondre ensemble à une douce chaleur la lanoline et 10 grammes 
d'huile, y ajouter la solution de thymol et camphre dans 
5 grammes d'huile, puis verser le tout encore liquide au 
mélange précédent, et battre Le tout jusqu'à homogénéité. 


Composition. — Le bicarbonate de soude, en présence d’un 
excès de chlorure de magnésium, le transforme en partie en 
bicarbonate de magnésie qui, très instable, produit du carbo- 
nate de magnésie très finement précipité, pendant qu'il se 
dégage environ 2 gr. 50 d'acide carbonique, de sorte que la 
pommade litre 10 p. 100 de ce calomel. D'autre part, du chlo- 
rure de sodium s'est formé qui restera en dissolution dans l'eau 
avec du chlorure de magnésium non décomposé ou qui se for- 
mera par l'action de l'acide chlorhydrique, lors de la dissociation 
du calomel, sur le carbonate de magnésie, ainsi l'eau chargée 
de ces sels constituera un sérum hypertouique. Le thymol, 
préalablement combiné au camphre et en dissolution dans 
l'huile, perdra toute action irritante qu'il produit parfois au 
contact des muqueuses 


Propriétés. — Le calomel, obtenu par précipitalion en partant 
du sublimé, est, comme nous l'avons vu, très léger; aussi, 
10 grammes de ce calomel occupant le mème volume que 
30 grammes de calomel à la vapeur, ces deux doses également 
réparties dans un même excipient occuperont la même surface, 
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et sa ténuité extrème favorisera ses points de contact. En outre, 
ses affinités chimiques étant accrues, son pouvoir spirillicide 
doit aussi être influencé, d’aulant plus que la libération de son 
mercure est, comme nous l'avons vu, facilitée par la présence 
du carbonate de magnésie qui s'y trouve en quantité suffisante 
pour saturer la totalité de l'acide chlorhydrique provenant de 
la dissocialion des 10 grammes de calomel que contient cette 
pommade. 

Nous avons cru utile d'associer à ce calomel des corps à 
propriétés cylophylactique et antiseptique : chlorure de magné- 
sium et thymol camphré, de facon à favoriser la régénération 
cellulaire de l’épiderme irrité par le frottement, et à stimuler 
l'organisme dans sa lutte contre les agents infectants de la 
syphilis, blennorragie, chancre simple, des phagédénismes, 
végétations..… 

Nous croyons que l'emploi de la lanoline hydratée seule, 
comme véhicule dans la pommade prophylactique ordinaire, ne 
répond pas aux effets qu#ælle doit produire. Aussi notre exci- 
pient est-il en outre composé de glycérine, véhicule de choix 
pour l'application des principes actifs sur les muqueuses, et 
d'huile, pénétrant quelque peu l’épiderme corné, qui favorisent 
l'efficacité réelle et profonde des substances aclives incorporées; 
en outre sa consistance de crème assure son étalement et son 
contact dans les moindres replis de la muqueuse. Cette 
pommade devant rester en place pendant un certain temps 
après son application, l’eau qui y est contenue s’évapore, et la 
lanoline, en se déshydratant, recouvre ses propriétés éminem- 
ment adhésives et occlusives. | 

Cet excipient facilitera donc le contact des principes actifs 
avec l’épiderme corné et la muqueuse, assurera limprégnation 
de ces revêtements cutanés, et jouira en même temps d'une 
action mécanique antiseptique en agglutinant les microbes et 
en s’opposant à leur immigration, jusqu'à ce qu'ils soient tués 
par les antiseptiques. Bien plus, nous pensons aussi que ce 
calomel, libérant plus facilement dans ces conditions son mer- 
cure, agira à distance par mercurialisation des lymphatiques 
de la verge et permeltra mème de diminuer les contaminations 
qui se font plus nombreuses quand la prophylaxie n’est pas faite 
en temps voulu. 
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Cette préparation est d’une conservation indéfinie sans subir 
aucune altération avec le temps, la présence de carbonate de 
magnésie empêchant l'huile de rancir au contact de l'eau émul- 
sionnée. Elle ne subira pas d'allération au froid, comme la 
pommade prophylactique ordinaire, car la proportion des sels 
dissous dans l’eau abaisse très sensiblement son point de con- 
gélation. 

Il est aussi intéressant de mentionner que son prix de revient 
est inférieur de près de moitié à celui de la pommade ordi- 
paire. 


- 


PRÉPARATION AQUEUSE STABLE 
DE CALOMEL DISSOCIABLE INJECTABLE 


par le pharmacien-major PAUL DURET 


du Centre dermato-vénéréologique de la IX® région. 


Le calomel, dénommé à juste titre le roi des mercuriaux, est, 
de l'avis de tous les syphiligraphes, le sel mercuriel qui, en 
injections intramusculaires, possède le plus énergiquement et le 
-plus rapidement une efficacité thérapeutique considérable. Son 
action est presque comparable à celle de l’arsenobenzol : en 
effet, les injections de calomel instituées dès le début de l’infec- 
tion syphilitique empêchent tout accident secondaire au chancre 
de se développer; ce sont encore les injections de calomel qui 
arrivent à guérir des manifestations rebelles, telles les syphi- 
lides palmaires ou les lésions tertiaires de la langue. Si les 
injections de calomel n’ont pas été plus généralement employées, 
c'est que la douleur conséculive est souvent très pénible. 

Mais comment expliquer cetle supériorité d'action du calomel 
sur tous les autres sels, et pourquoi aussi cette douleur”? Comme 
nous avons pu le reproduire, #n vitro, le mécanisme d'action 
du calomel est dù à une dissociation en mercure infiniment 
divisé et acide chlorhydrique libre. Et c'est cette mise en 
liberté à l’état naissant du mercure dans un état de division 
infinie qui explique sa supériorité d'action sur l'huile grise. 
qui, quoique introduisant dans l'organisme plus de mercure, 
est moins active que le calomel, parce que justement le mer- 
cure est loin d’y être à l’état de division où il se produit lors de 
la réduction du calomel; c'est donc une question d’affinité et 
non de quantité. C’est de même cette production d'acide chlorhy- 
drique libre qui nous permet d'expliquer la douleur consécutive 
à ces injections; et ce qui confirme notre opinion, c’est qu'en 
adjoignant au calomel un corps susceptible de saturer cet acide 
au moment de sa libération, nous sommes parvenu à sup- 
primer cette douleur. 
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D'autre part, l'intensité d'action d'un médicament étant sous 
la dépendance de la rapidité avec laquelle l'agent actif est mis 
en circulation dans l'organisme, et l'injection de calomel, corps 
insoluble, ne pouvant pas être injectée directement dans les 
veines sans danger, nous pensons encore augmenter la puis- 
sance d'efficacité du calomel et accélérer sa résorption en : 

1° Employant du calomel extrèmement divisé el très disso- 
ciable, qui libérera plus rapidement son mercure ; | 

2° Et l’incorporant dans une solution aqueuse, véhicule plus 
rapidement résorbable que l'huile généralement employée. 

Voici comment nous croyons avoir réalisé es desiderqla : 


Formule : 


Sublimé . 


RE ae Fee MAN D gr. 19 
Acide emoriydrique pur EMA, MARNE V gouttes. 
Glucose PONT A0 ù grammes. 
Biearbonale de soude "4 "#4. "1. 0 3 grammes. 
Chlorure de magnésium cristallisé. . HOT 
Eauidishléers 120 NM AT MN rames, 
Sirop de sucre. pur, q: s- pour : . . _ : . 100 cent. cubes. 

Préparation. — Dans un ballon de 200 cent. cubes, faire dis- 


soudre à chaud le sublimé dans l'eau distillée additionnée de 
l'acide chlorhydrique, puis ajouter le glucose. D'autre part, dans 
une capsule de porcelaine, délayer le bicarbonate de soude dans 
50 grammes environ de sirop de sucre, puis ajouter le chlorure 
de magnésium, mélanger et verser le tout dans le ballon con- 
tenant le sublimé. Rincer à plusieurs reprises la capsule de 
porcelaine avec une petite quantilé de sirop qu'on ajoutera au 
contenu du ballon. Puis agiter le tout et chauffer au bain-marie, 
en agitant continuellement, jusqu'à ce que le dégagement 
gazeux ait presque cessé, laisser refroidir et compléter avec 
quantité suffisante de sirop de sucre, jusqu'à obtention de 
100 cent. cubes. 

Pendant cette réaction, le sodium du bicarbonate de soude 
est passé à l’état de chlorure de sodium, tandis que son acide 
carbonique, après combinaison provisoire au magnésium du 
_chlorure.de magnésium, s’est dégagé. La totalité du sublimé a 
élé transformée en calomel et en a produit 5 grammes, soil 
pour 1 cent. cube : 0 gr. 05 de calomel. Ce calomel, extrè- 
mement divisé et très léger, obtenu dans ces conditions au sein 
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de la liqueur, s'émulsionne facilement par une simple agitation 
et reste longtemps en suspension, grâce à la densité du sirop. 
Des quelques injections qu'il a été possible de faire, vu les 
circonstances actuelles, il résulte qu’elles sont aussi doulou- 
reuses que les injections de calomel ordinaire. Pour remédier 
à cet inconvénient, nous avons préparé un calomel contenant 
du carbonate de magnésie en quantité suffisante pour saturer 
la totalité de l’acide chlorhydrique provenant de la dissociation 
du calomel produit; voici la formule : 


Sublimé . SU NUE E Pete: 6 gr. 715 
Acide chlorhydrique pur. . V gôuttes. 
Glucose . NS LOS 5 grammes. 
Bicarbonale de soude DAC 8 gr. 65 
Chlorure de magnésium crislallisé. . 10 gr. 50 

9 


grammes. 


Eau distillée. 5 
100 cent. cubes. 


Sirop de sucre pur . S. pOur . 


Avec cette formule, 1 cent. cube correspond à 0 gr. 05 de 


mercure, soitenviron 0 gr. 06 de calomel. 
Des malades ayant reçu des injections huileuses de calomel, 


à base de gaïacol et de camphre, cependant peu douloureuses, 
ont reconnu ne ressentir aucune douleur à la suite des injec- 


tions avec cette dernière formule. 


POLYMORPHISME 
ET DÉTERMINISME MORPHOGÉNIQUE 
DU CRYPTOCOQUE DE RIVOLTA 
par A. BOQUET et L. NÈGRE. 


, (Institut Pasteur d'Algérie 
et Centre militaire de recherches de l'École d’Alfort.) 


Au cours de nos travaux (1) sur la Iymphangite épizootique 
des Solipèdes, nous avons signalé le polymorphisme de son 
agent : le cryptocoque de Rivolta. 

Observé dans le pus spécifique, le parasite présente Îles 
caractères suivants : corps ovoide, en « petit citron », d'un 
diamètre de 3 à 5 4, formé d'un protoplasma hyalin où s’agite 
un corpuscule et d’une membrane à double contour. 

Dans les milieux de culture, il évolue, soit sous la forme de 
gros éléments sphériques ou ovoïdes de 8 à 12 y de diamètre, 
riches en gouttes graisseuses, soit sous la forme d'un mycé- 
lium plus ou moins développé, ramifié et segmenté, bordé, 
comme les précédents, d'une membrane à double contour, 
soit encore sous la forme de fins filaments à parois simples. 

Nos premières cultures ayant été successivement soumises à 
des influences diverses : températures variables, milieux de 
composition chimique différente, tous ces éléments y appa- 
raissaient plus ou moins enchevêtrés et 1l était difficile de 
déterminer exactement la part de chacun des facteurs mor- 
phogènes dans leur formation. 

Afin de poursuivre avec plus de précision l'analyse de ces 
facteurs et l’étuae de leur rôle dans le pléomorphisme du 
cryptocoque, nous avons utilisé des cultures ayant subi seule- 
ment un. très faible nombre de passages sur des milieux de 


(1) Bullelin de la Société de Pathologie exolique, 1914, €. VIT; 4945, t. VIIT; 
1917, & X. — Comptes rendus de l'Acad. des Sciences, séance du 8 février 1918 ; 
— Ces Annales, t. XXXII, n° 5, mai 1918. 


POLYMORPHISME DU CRYPTOCOQUE DE RIVOLTA 185 


composition toujours identique et maintenus à une tempéra- 
ture toujours égale. 


A. — VARIATIONS MORPHOLOGIQUES CONDITIONNÉES 
PAR LES CARACTÈRES PHYSIQUES DU MILIEU. 


a) Milieux solides. — Le milieu le plus favorable au déve- 
loppement du champignon est la gélose à 1.8 p. 100, glucosée 
à 5 p. 100 et peptonée à 1 p. 100, préparée sans fillration, 
suivant la technique indiquée par Sabouraud. 

Le pus, prélevé dans des abcès aussi éloignés que possible 
de la lésion originelle, est immédiatement ensemencé dans la 
partie supérieure de la gélose. Trois ou quatre gouttes scnt 
étalées en couche uniforme de 1/2 à 1 millimètre d'épaisseur. 
Les tubes, non capuchonnés, sont portés à l’étuve à 35-36°. 

Douze ou quatorze jours après, toute la masse ensemencée 
se gonfle, se plisse et prend une teinte blanc-grisâtre. De petites 
colonies, sèches, jaunâtres, font ensuite saillie sur cette sur- 
face ondulée et s’accroissent très rapidement. Elles sont con- 
slituées par des formes levures et mycéliennes à double con- 
tour. 

b) Milieux liquides. — Les milieux liquides (eau peptonée à 
1 p. 100, glucosée à 5 p. 100) ne conviennent pas à la culture 
primaire du cryptocoque; mais les repiquages se développent 
très bien si on prend la précaution de faire surnager la par- 
celle ensemencée. 

A 35-36°, la colonie offre l'aspect d’une masse blanchâtre 
qui, en 10 à 15 Jours, forme un large voile, continu, épais, 
constitué par des levures bourgeonnantes, sphériques ou ovoïdes, 
de dimensions variables, entourées d'une double paroi. Le 
liquide sous-jacent reste clair. 

À mesure que la culture vieillit, le voile s’épaissit et les 
formes mycéliennes deviennent de plus en plus nombreuses. 

c) Miheur visqueux. — A la surface des mêmes milieux 
liquides, dont on augmente la viscosité par l’addition de 0,5 à 
1 p. 1.000 de gélose, on obtient à 35-36° des colonies épaisses, 
plissées, d’une blancheur de neige, composée de levures et, 
surtout, de longues formes mycéliennes à dou \le contour, 


14 
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segmentées, ramifiées, tout à fait identiques au mycélium des 
cullures sur gélose de Sabouraud. 


B. — VARIATIONS MORPHOLOGIQUES 
CONDITIONNÉES PAR LA TEMPÉRATURE. 


Le cryplocoque se développe à La température optimum 
de 35-36°, suivant le mode que nous venons de décrire. La 
température maximum de culture est de 38 à 40°, le minimum 
15 84107, 

Aux températures peu élevées, l'évolution est d'autant plus 
rapide qu'on ensemence des souches ayant subi de plus nom- 
breux passages sur les milieux artificiels. Elle est très lente 
(plusieurs semaines) à 18-22° Jorsqu’on utilise des souches 
récemment isolées, de 2° ou 3° passage. Dans les mêmes con- 
ditions, les cryptocoques du pus directement ensemencés ne se 
multiplient pas. 

a) Milieux solides. — Les colonies obtenues à la tempéra- 
lure du laboratoire sont saillantes, plissées, blanches, pou- 
dreuses ou duveteuses, formées de filaments à parois simples 
d'une grande finesse el de quelques levures. Au bout de plu- 
sieurs semaines, apparaissent des formations mycéliennes plus 
courtes, dont la paroi s'épaissit, puis se dédouble. Les cloisons 
transversales deviennent plus nettes et la cellule prend un 
contour tourmenté. 

Les cultures âgées de plusieurs mois comprennent, dans la 
zone duveteuse périphérique, des tubes mycéliens à parois 
minces et, dans l'épaisseur de la colonie, quelques levures et 
de courts éléments à double paroi, irréguliers, polygonaux, 
serrés les uns contre les autres. 

b) Milieux liquides. — Les cultures, en milieu liquide, se 
développent très lentement à 20-25°, mais si l'on reporte à 
celte température, une culture en eau glucosée à 5 p. 100,, 
peptonée à 1 p. 100, obtenue à 35-36°, on voit se multiplier 
rapidement, sur le voile grisätre et plissé, de petits points 
blancs, de la grosseur d'un grain de mil. Les formes levures 
cessent de bourgeonner et émetlent de /ins filaments à parois 
minces, semblables à ceux des cultures sur gélose. 
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Réciproquement, dans ces mêmes cullures reportées à 35-36°, 
après un séjour de 6 semaines à 2 mois au laboratoire, les 
filaments s’entourent d'une membrane à double contour et le 
nombre des levures rondes augmente. 


C. — VARIATIONS MORPHOLOGIQUES CONDITIONNÉES PAR L'AÉRATION. 


a) Milieux liquides à la température optimum. — Dans les 
mêmes conditions de température, les cullures en milieu 
liquide de même composition sont identiques, qu'elles soient 
obtenues à l'air libre ou dans un milieu privé d’air : eau pep-, 
tonée, glucosée, recouverte d'huile de paraffine. Toutefois, dans 
ce dernier liquide, les colonies se développent avec une extrème 
lenteur. Elles forment de petites masses blanches, isolées, 
arrondies ou éloilées, appliquées contre la paroi du tube ou 
flottantes entre les deux liquides. Certaines, même, s’insinuent 
entre l'huile et la paroi de verre et, avides d'oxygène, s'étalent 
vers la surface libre. 

A l'examen microscopique de ces colonies, on observe des 
filaments et de grandes cellules irréqulières de 12 à 15 x de 
diamètre, à double paroi très épaisse et protoplasma granuleux, 
condensé vers un des pôles. Parfois, les cellules s'associent en 
chapelets de 5 ou 6 éléments dont le dernier bourgeonne. La 
plupart d'entre elles présentent un gros glopule réfringent. 

b) Milieux liquides à basse température. — Reportées à la 
température du laboratoire, les précédentes colonies deviennent 
plus blanches, plus compactes, plus difficiles à dissocier. Elles 
ne contiennent plus que des filaments irréguliers, granuleux, 
d'une grande minceur. Les formes levures, la double paroi de 
la membrane, les gouttes d'huile ont disparu. Mais on les 
retrouve au bout de quelques jours si on porte, de nouveau, la 
culture à l'étuve. 


D. — VARIATIONS MORPHOLOGIQUES 
CONDITIONNÉES PAR LES COMPOSANTS CHIMIQUES DU MILIEU. 


L'iodure de potassium, le chlorure et le phosphate de 
sodium, le carbonate d’ammoniaque, l'acide chlorhydrique, 
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l'acide phénique, l'alcool éthylique à la dose de 0,1 à 1 p. 1.000, 
la glycérine à la dose de 1 à 10 p. 1.000, n’ont aucune action 
sur la morphologie du cryptocoque. 

L'addition d'acide citrique aux milieux liquides favorise, 
jusqu'à la dose de 0,5 p. 1.000, le développement du champi- 
gnon. Dans l’eau acidulée à 0,05 p. 1.000, la culture offre 
l'aspect d’une membrane grisätre, plissée, ou de petites 
colonies blanches, arrondies qui flottent à la surface du milieu 
et dans la profondeur du liquide. 

Maintenues au laboratoire, après un séjour de 3 à # semaines 
à l’étuve, ces colonies, composées de levures, continuent de se 
développer. L'influence d'une température de 18 à 22° se tra- 
duit par l'apparition : 

1° De longs filaments à parois simples qui émettent, à leurs 
extrémités ou latéralement, des tubes mycéliens à double con- 
tour ; : 
2° De petites cellules identiques aux cryptocoques du pus, 
caractérisées par leurs dimensions de 3 à 5 x, leur forme en 
citron, le corpuscule mobile inclus dans leur protoplasma 
hyalin et leur double coque. Ces cryptocoques prennent nais- 
sance sur les filaments mycéliens à parois minces, par bour- 
geonnement terminal. 


E. — VARIATIONS DU CONTENU CELLULAIRE. 


Tous les éléments cultivés à la température optimum pré- 
sentent un protoplasma hyalin, parsemé de grosses gouttes 
huileuses réfringentes et de quelques granulalions. Le proto- 
plasma des cellules mycéliennes développées à 18-22° est, au 
contraire, pauvre en gouttes d'huile et très riche en fines gra- 
nulations. 

L'addition d'alcool éthylique 0,1 à 4 p. 1.000, de glycérine 
{ à 10 p. 1.000, d'acide phénique 0,1 à 1 p. 1.000 est suivie 
d'une augmentation des gouttelettes réfringentes. 

A mesure que les cultures vieillissent, soit que les milieux 
s'épuisent, soit qu'ils se concentrent (milieux liquides) ou se 
dessèchent {milieux solides), les goutlelettes se fusionnent, puis 
diminuent et finissent par disparaître. Le protoplasma devient 
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vacuolaire, se rétracte ensuite et se condense vers un des pôles 
de la cellule. C’est à ces éléments, dont la paroi épaisse est plus 
ou moins déformée, que nous avons donné le nom de cklami- 
dospores. 


F. — VARIATIONS DE LA MEMBRANE D'ENVELOPPE ET DES CLOISONS. 


À 35-36° les premiers filaments mycéliens issus des levures 
sont limités par une mince membrane et leurs cloisons sont à 
peine marquées. Très rapidement, le double contour périphé- 
rique apparaît et les cloisons se dessinent nettement, délimi- 
lant de courts segments de 5 à 15 y. 

La membrane du mycélium, dans les cultures aux tempéra- 
tures basses, ne se dédouble qu'au bout de plusieurs semaines 
et-le cloisonnement reste peu apparent. 

L'addition de 0,05 à 0,5 p. 1.000 d'acide citrique a pour effet 
d'accélérer le dédoublement de la paroi et d'accentuer le cloi- 
sonnement du mycélium. 


G. — VARIATIONS DU MODE DE REPRODUCTION. 


Quel que soit le milieu employé, le mode principal de la 
reproduction, à la température optimum, est le bourgeonne- 
ment qui est aussi actif sur les levures que sur les formes 

, mycéliennes. 

Dans les cultures entretenues au laboratoire, ce mode 
devient exceptionnel. Les cellules s’accroissent dans le sens 
longitudinal, se ramifient, se cloisonnent, se disloquent ét se 
multiplient par fragmentation mycélienne. Mais si on addi- 
tionne les mêmes milieux liquides, conservés à la même tem- 
pérature, de 0,05 à 0,5 p. 1.000 d'acide citrique, les formes de 
bourgeonnement réapparaissent en grand nombre. 


ConcLUSIONS. 


L'étude de ces phénomènes de variation et de leurs causes 
physico-chimiques nous conduit aux conclusions suivantes : 
1° Lorsque la lempérature de culture baisse jusqu’à un 
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minimum de 15-189, le parasite de la lymphangite épizootique 
se développe sous la forme mycélienne cylindrique, de plus en 
plus allongée. Sa surface d'absorption croit par rapport à sun 
volume et la membrane d'enveloppe s'anuincit; 

2° Lorsque la tempéralure s'élève jusqu'à un optimum 
de 33-36° et que les cellules baignent plus largement dans un 
liquide qui les imbibe en totalité, elles prennent la forme sphé- 
rique ou ovoïde (formes levures) et s’entourent d'une membrane 
à double contour; | 

3° La température agit à la fois sur le milieu, en modifiant 
la pression osmotique, la viscosité et la tension superficielle et 
sur les cellules, en excitant, jusqu'à un optimum, les fonc- 
tions zymotiques du protoplasma qui constituent le mode fon- 
damental de son activité ; 

4° La membrane périphérique apparaît comme un organe 
régulateur des échanges nutritifs. Elle augmente d'épaisseur 
et se dédouble, ou s’amincit, suivant l'intensité d'action des 
facteurs physico-chimiques du développement; 

5° Dans l'organisme du cheval, sous des influences chi- 
miques expérimentalement reproduites (action de l'acide 
citrique), les dimensions des formes levures diminuent, /euwr 
surface d'absorplion croit par rapport au volume et la membrane 
persiste avec son double contour ; 

6° La reproduction par bourgeonnement est indépendante 
de l’aérobiose. 


ÉTUDE EXPÉRIMENTALE 
SUR LA THÉRAPIE DE LA TUBERCULOSE 


par le D' G. VOLPINO 


Professeur de Bactériologie à l'Université de Turin, 


avec la collaboration des D'S COLOMBINO, FORNAROLI et MILESI. 


L'an passé, J avais eu l’occasion d’expérimenter l'action de 
quelques extraits organiques sur des cobayes malades de cer- 
taines maladies infectieuses inoculées par moi. 

Parmi ces cobayes, il y en avait aussi d’inoculés de tubercu- 
lose. C’est alors que je m'aperçus pour la première fois qu'un 
cobaye inoculé à plusieurs reprises avec un de ces extraits dis- 
sous dans le xylol montrait des altérations tuberculeuses beau- 
coup moindres que celles présentées par un cobaye de contrôle, 
inoculé avec le même extrait totalement privé de xylol. 

Je me demandai si, par aventure, le xylol n'aurait pas joué 
un rôle dans cette one de la tuberculose. 

Les expériences instituées dans le but de vérifier cette hypo- 
thèse ont été exécutées avec 12 cobayes tous à peu près de 
même poids et inoculés avec le même crachat tuberculeux 
frais, médiocrement riche en bacilles, préalablement trituré 
dans un mortier et dilué avec 15 fois son volume d’eau stéri- 
lisée. | 

La quantité de crachat inoculée a été de 1/4 de cent. cube 
pour chaque animal et l'injection a été faite à la face interne de 
la cuisse. 

Je me suis tenu volontairement à l'inoculation de crachat, 
dilué et injecté en petite quantité afin d’avoir une infection 
lente et d'éviter la formation trop rapide d’abeès dans le point 
inoculé. Quatre jours après l'infection, on commenca à faire 
les injections de xylol à 6 cobayes, les autres restant comme 
animaux de contrôle. Les injections ont été pratiquées chaque 
fois à La dose de 1/2 cent. cube sous la peau de l'abdomen. La 


| 
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conséquence immédiate de ces injections fut un ædème loca- 
lisé ou une infiltration autour du point inoculé. À ces mani- 
festalions succédèrent quelquefois des escarres. Les injec- 
tions furent répétées tous les 2 ou 4 jours et lorsque les infil- 
trations étaient trop étendues on attendait quelques jours avant 
de reprendre le traitement. 

Parmi les 6 cobayes ayant reçu du xylol, {1 mourut au 
25° jour (peut-être par intoxication) après la 4° injection, sans 
présenter à l’autopsie d’altérations tuberculeuses, à l'exception 
d'un très petit nodule, gros comme une lentille; dans le péri- 
toine, vis-à-vis de la colonne vertébrale, ce nodule contenait 
quelques bacilles. 

Les 5 autres cobayes examinés de temps en temps mon- 
trèrent toujours un développement très petit des lésions tuber- 
culeuses sous-cutanées (ganglions cruraux et inguinaux à 
peine augmentés de volume; léger durcissement et grossisse- 
ment de la région dans le point inoculé). 

Les cobayes de contrôle, au contraire, avaient déjà après 
15 à 20 jours des altérations beaucoup plus visibles. Les gan- 
glions cruraux et inguinaux étaient, en fait, gros comme des 
noisettes et la tumeur locale était caséifiée et ouverte. 

À l’autopsie, faite le 46° jour après l'infection, on observa 
encore que les altérations internes étaient beaucoup moins 
développées dans les cobayes injectés que chez les cobayes de 
contrôle. Chez les cobayes traités tout se réduit à un ou deux 
petits points dans la rate, ou à un léger grossissement d’un 
ganglion lymphatique prévertébral, les animaux de contrôle 
présentaient des altérations graves et diffuses dans tous Îles 
viscères. 

Il était donc bien naturel que ce résultat me portàt à faire 
des recherches avec des virus plus ou moins actifs et en modi- 
liant la fréquence des injections ainsi que la date du commen- 
cement du traitement. . 

En résumé, l’on a vu que, généralement, avec des cobayes 
pas trop gravement infectés et en commencant le {raitement au 
5° ou au 10° jour après l'infection, on peut conserver ces ani- 
maux jusqu’au 40° jour sans qu'ils manifestent autre chose que 
des signes limités d'infection; tandis que les cobayes témoins 
ont, dès le 15° ou le 18° jour, des altérations externes très 
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visibles et des altérations internes très répandues. Pour obtc- 
nir ce résultat, en règle générale, il faut pratiquer des injec- 
tions aussi fréquentes que possible. Étant donnée la faible 
toxicité du xylol, on peut injecter à des bêtes robustes de 1/2 à 
{ cent. cube de liquide presque journellement pendant 15 jours, 
et continuer après selon les circonstances, en variant la quan- 
tité du liquide et la fréquence des injections. 

La toxicité du xylol pour les animaux est très faible, comme 
je lai vérifié en injectant à des lapins sous la peau jusqu'à 
4-6 cent. cubes sans les tuer; des cobayes du poids de 
600 grammes supportant jusqu'à 1-2 cent. cubes et un mouton 
jusqu’à 3 cent. cubes. 

Le même traitement prolongé produit quelquefois un léger 
amaïigrissement et des allérations locales de la peau, telles 
qu'elles ont déjà été décrites par nous. C'est surtout à cause 
_de la gravité de ces altérations de la peau, qui se manifestent 
après des injections trop fréquentes et trop prolongées, que l'on 
ne peut pas conduire les animaux jusqu'à la guérison com- 
plète; si cette difficulté n'existait pas, la chose serait réalisable. 


Les résultats thérapeutiques dont nous avons parlé ne sont 
pas dus à une action exercée par l’hydrocarbure venu en 
contact direct avec Les produits pathologiques. En fait, la même 
action se manifeste aussi sur les ganglions sous-cutanés lorsque 
nous injectons l'hydrocarbure dans le péritoine. Dans le cœur, 
au contraire, \'iniection des hydrocarbures n'est pas tolé- 
rée par les cobayes. Les lapins quelquefois reçoivent 1/4 de 
cent. cube d'hydrocarbure dissous dans un volume égal d'huile 
d'olive dans les veines sans mourir; mais 1/2 cent. cube 
d’'hydrocarbure est toujours rapidement mortel pour eux. 

Les trois composants du xylol commercial, à savoir l'ortho-, 
le méta- et le paraxylol, jouissent tous de la même activité 
thérapeutique vis-à-vis de la tuberculose du cobaye. En fait, je 
n'ai pas trouvé de différence évidente dans l’activité de ces 
corps utilisés à l’état de pureté : chacun d'eux se comportait à 
peu près comme le xylol intégral du commerce. 

Alors j'ai cherché à établir si le pouvoir antituberculeux 
est commun à tous les dérivés méthyliques du benzol, entre les- 
quels le xylol est un diméthylbenzène. 
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Parmi ces corps J'ai expérimenté le toluène (monométhyl- 
benzène); le cumène (triméthylbenzène); le mésithylène (tri- 
méthylbenzène); et j'ai eu les meilleurs résultats avec le 
cumène. 

Celui-ci est, par son activité thérapeutique, très voisin du 
xylol; mais il me semble le surpasser par la rapidité des 
effets. 

J'ai vu, en fait, que parfois une seule, ou deux injections de 
cumène suffisaient pour réduire à la dimension d'une lentille 
des ganglions tuberculeux gros comme une noiselte. J'ai aussi 
l'impression que le cumène est un peu moins toxique que le 
xylol. Quant au toluène et au mésithylène, ils ont une acti- 
vité modérée. 

Parmi les dérivés méthyl-isopropyliques du benzène le 
pcymène, c'est à-dire le para-méthyl-isopropylbenzène, est 
doué d’une médiocre activité thérapeutique. 

À cause de cela, j'étudiai aussi les hydrocarbures de la série 
des terpènes, lesquels sont les dérivés hydrogénés du cymène 
et se trouvent dans un grand nombre d'essences. 

Parmi ces corps à l’état de pureté, sont parliculièrement 
actifs sur la tuberculose expérimentale des cobayes : le limo- 
nène d ou carvène et le pinène d. C'est ainsi qu'un certain 
nombre d'essences qui renferment ces hydrocarbures sont évi- 
demment actives. En fait, ayant expérimenté avec les essences 
de bergamote, de citron, de mandarine, de térébenthine, de 
fenouil, d’anis, de menthe, d'origan, de girofle, de lavande, de 
myrthe, de genièvre, J'ai trouvé que les essences des aurantia- 
cées (bergamote, citron,mandarine), composées en grande par- 
tie de limonène, ont, elles aussi, le pouvoir d'entraver le déve- 
loppement de la tuberculose chez les cobayes. D'autre côté 
l'essence de térébenthine, composée de pinène, de limonène 
et d'autres corps, se montre douée d'une propriété presque 
égale; mais l'expérimentation avec cette dernière substance 
est rendue diflicile à cause de son pouvoir irritant très élevé, 
qui empêche de faire aux animaux de nombreuses injections. 
Les autres essences avec lesquelles nous avons travaillé pos- 
sèdent une activité médiocre ou presque nulle à l'égard de la 
tuberculose. 

I nous semble donc que l’activité thérapeutique contre la 
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tuberculose du cobaye, des hydrocarbures (xylol, eumène, 
p cymène, limonène d, pinène d) ne ressort pas strictement 
de leur intime composition chimique, mais plutôt de leurs pro- 
priélés physiques. Si ee point est vrai, il ne serait peut-être pas 
impossible d'obtenir quelques résultals positifs aussi avec les 
hydrocarbures de la série grasse. C’est pour cela que jai voulu 
faire quelques expériences avec le pétrole. Bien que, dans 
quelques épreuves préliminaires, je n'aie pas eu au premier 
abord des ‘résultats nets, J'ai observé ensuite des résultats 
positifs évidents avec cette substance. 

Le mécanisme, suivant lequel ladite propriété antilubercu- 
leuse se manifeste, paraît consister en grande partie dans un 
effet stimulant sur l'appareil phagocytaire de l'animal. En fait, 
dans les préparations faites avec les produits tuberculeux des 
animaux traités avec des hydrocarbures, on voit que la pres- 
que totalité des bacilles sont phagocytés: on y constate aussi une 
réduclion progressive du nombre des bacilles, réduction con- 
comitante de la diminution de volume des lésions tubercu- 
leuses. 

In vitro, le xylol exerce un certain pouvoir bactéricide sur 
des produits tuberculeux après 2% heures de contact. I y a 
quelquefois stérilisations du crachat desséché sur papier; 
quelquefois, seulement, une atténuation de la virulence. En 
outre, 1l est bien connu que le toluol entrave in vitro la pullu- 
lation des bactéries. 

Après avoir vu les résultats sur les cobayes, j'ai cherché 
comment se comportaient des hommes malades de luhercu- 
lose, à l'égard des hydrocarbures introduits par injection 
intramusculaire. Il m'a paru que l'épreuve pouvait être 
tentée, pourvu que lon agisse avec prudence et que l’on 
choisisse, parmi les divers corps, ceux qui, d’après Les expé- 
riences sur les animaux, sont à la fois les plus actifs, les 
moins irrilants et les plus constants dans leur composition 
chimique. 

J'ai donc donné la préférence au xylol et au cumène, qui 
m'ont paru remplir ces conditions. J'ai prié mes collègues et 
amis les D* Colombino (de Turin), Fornaroli et Milesi (de 
Bergame) de vouloir bien se charger de cette partie du travail 
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dans les hôpitaux, où ils ont l'occasion de soigner des malades 
de tuberculose. 

Les premiers essais ont été fails sur des individus atteints 
de tuberculose glandulaire, articulaire, osseuse ou d’abcès 
froids. Ce choix s’imposait, afin de vérifier l'effet thérapeutique 
sur des altérations tuberculeuses superficielles, et moins graves. 
Les injections ont été faites dans les muscles des fesses à la 
dose de 1/2 à 1 cent. cube d'hydrocarbure chaque fois. Ces 
injections provoquent généralement une réaction intense qui 
consiste dans de la douleur, de l'infiltration et de la fièvre pen- 
dant quelques jours. Aussi ne peut-on pratiquer les injections 
que tous les 7 ou 8 jours. Mais on a pu tout de suite vérifier 
que les lésions tuberculeuses ont subi rapidement une consi- 
dérable diminution de volume et de consistance; quelquefois 
seulement après 2 ou # injections, le D' Colombino (de Turin) 
a eu des cas de guérison totale de tuberculose articulaire, et 
osseuse après 5 ou 6 injections. 

Toutefois, à cause de la réaction intense avec fièvre, qui suit 
immédiatement chaque injection on a dû abandonner cette 
méthode et on a fait des injections plus fréquentes de l'hydro- 
carbure dilué dans l’huile d'olives stérilisée. La dilution 
à 10 p. 100, peu active thérapeutiquement, est en général bien 
tolérée; puisqu'on peut faire des injections presque tous les 
jours à la dose de 1 cent. cube sans provoquer ni douleur ni 
lièvre. Au contraire, la dilution à 20 p. 100 provoque quelque- 
fois une légère douleur et un peu de fièvre. Mais les individus 
qui ont reçu quelques injections de la première dilution 
(10 p. 100) tolèrent, sans réaction, la, solution à 20 p. 100, et 
graduellement on peut leur innoculer des dilutions toujours 
plus concentrées sans provoquer de réactions dangereuses. Il 
semble que l’on puisse, de cette facon, obtenir de bons 
résultats thérapeutiques. 


RECRUDESCENCE DE LA PESTE BOVINE EN ÉGYPTE 


EXTINCTION RAPIDE D'UN FOYER PAR L'IMMUNISATION ACTIVE 
DES CONTAMINÉS 


INNOCUITÉ ABSOLUE DU SANG PESTEUX CONTENANT 
DES PIROPLASMES UTILISÉ AU COURS DES VACCINATIONS 


SUSCEPTIBILITÉ DES BOVIDÉS ÉGYPTIENS A LA PESTE BOVINE 


PERSISTANCE 
AU DELA DE CINQ ANNÉES DE L’IMMUNITÉ 
ACQUISE A LA SUITE DES VACCINATIONS ANTIPESTIQUES 


par PIOT BEY 


Président de l’Institut égyptien (Le Caire). 


Dans une note précédente (1), où J'exposais les résultats 
obtenus à l'Administration des Domaines par limmunisation 
active de plus de 2.000 bovidés, j'ai annoncé que le Gouverne- 
ment égyptien, voulant arriver à l’éradication absolue de la 
peste bovine dans le pays, avait ordonné l'application systéma- 
tique et généralisée de la méthode simultanée, sérum et sang 
virulent, sur toute l'étendue du territoire, en commencant 
par les districts cotonniers. D'excellents résultats avaient été 
obtenus dans cette voie, lorsque les terribles événements de 
1914 sont venus interrompre les opéralions en cours. Et alors, 
soit que certains foyers mal éteints se soient rallumés, soit que 
l'importation d'animaux du Soudan ait, malgré les précautions 
prises, répandu la contagion en cours de route, la peste réap- 
parut en 1916 dans plusieurs provinces de la Haute-Égypte et 
s'étendit en 1917 à presque toute la Basse-Égypte. 

Il était donc tout indiqué de reprendre contre ces nouveaux 
foyers la pratique de l’immunisation active dont la valeur pro- 
phylactique avait été établie précédemment. 

(1) Immunisation du bétail égyptien contre la peste bovine par la méthode 


simultanée du sérum et du sang virulent. Durée de l’immunité. Ces Annales, 
t XXX, p. 18, avril 4916. 
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Mais si, fort heureusement, il restait un stock important de 


sérum préparé à l'Institut de l'Abbasieh, la source du sang 


virulent qui était prélevé sur des bœufs importés de Chypre, 
rarement alteints de piroplasmose, était tarie par suite de 
la fermeture de l'Institut. Plutôt que de recourir, comme 
porte-virus, au bétail indigène, fréquemment sous le coup de 
l'une, ou quelquelois de plusieurs formes de la malaria, le 
Service vélérinaire officiel, dans la crainte des complications 
que le D' Koch (1) avait 2rdiment attribuées aux maladies à 
hématozoaires, tourna la difficulté en substituant à l'emploi du 
sang virulent l'infection par friction du museau, des lèvres et 
des gencives au moyen d'un tampon d'ouate imprégné de la 
bave et du jetage des sujets malades, concurremment avec le 
sérum. 

Cette méthode empirique, justifiée toutefois par la virulence 
souvent éprouvée de ces sécrétions, s'est montrée presque 
toujours inefficace, la peste réapparaissant sur le troupeau aiusi 
traité quelques semaines après l'opération, c'est-à-dire après la 
période d'immunisalion du sérum pur qui dépasse rarement 
10 ou 12 jours. C'est pourquoi le Gouvernement égyplien a 
décidé récemment de reprendre l’ancienne méthode, sérum et 
sang virulent, qui vient, une fois de plus, au cours des opéra- 
tions que je vais exposer, de prouver son incontestable efficacité. 


En août 1917, au point de vue de la peste bovine, la silua- 
tion du bétail de l'Administration des Domaines, réparti dans 
une quarantaine de fermes, au centre du Delta, se présentait 
ainsi 

4° Environ 1.400 bovidés adultes vaccinés en 1912, 1913 et 
1944; 

2° 281 adultes et 395 veaux de deux à trois ans, achetés en 
1916 et 1917 non encore vaccinés; les veaux étant réunis en 
troupeaux de 40 à 190 dans 7 des principales fermes doma- 
niales. 

A cette époque, de nombreux foyers pesteux s'allumaient 
comme une traînée de poudre dans le Delta, aux portes de nos 
dawars. 


1) De Kocu, Rapport au ministère de l'Intérieur d'Égypte, juin 1904. 
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Le 5 août, un premier cas m'était signalé sur nôtre élevage 
de Mécir, comptant 96 veaux de deux ans. Le 6, je m'assurais 
de visu de l'exactitude du diagnostic, et le 7, une prise générale 
de température relevait uue forte hyperthermie sur 12 sujets, 
dont un accusait déjà les premiers symptômes de la maladie, 
et recevait le lendemain, à titre curatif, double dose de sérum , 
soit 120 cent. cubes. 

Le 8 août, en présence du directeur général des Domaines, 
je procédais à la vaccination des 11 autres fiévreux, en utilisant 
le sang du premier malade (1) et le peu de sérum dont je dis- 
posais. Le lendemain, à l’arrivée du sérum, les 83 veaux res- 
tants élaient injectés à leur tour, avec le sang du premier veau, 
conservé dans une glacière portative. 

Entre temps, et le fait est très important à signaler, sur des 
lamelles du sang virulent qui avait servi à ces Inoculations, 
envoyées au Laboratoire de l'Ecole vétérinaire du Caire, fut 
constatée la présence de piroplasmes bigéminés. 

Mais je reviendrai plus tard sur cette question. 

Les jours suivants, {ous ces animaux furent suivis attentive- 
ment et leur température prise matin et soir. 

Le malade, qui avait reçu la double dose de sérum,succomba 
dans la nuit du 10 au 11, avec de très graves lésions pesteuses. 

Sur les 11 veaux vaccinés en premier lieu, 6 présentèrent les 
signes de la pesle:le soir même ou le lendemain de l'opération, 
qui les surprit ainsi en pleine période d'incubation. Le même 
fait fut constaté sur un seul des veaux vaccinés le 9 août. 

De ces 7 malades, 5 succombèrent, avec des lésions pesteuses 
caractéristiques, compliquées, chez l’un d'eux, de tuberculose 
du médiastin; 2 guérirent spontanément. Cest, en Egypte, la 
proportion normale des guérisons sur les décès, avec ou sans 
intervention thérapeutique (2). 

(1) Il est utile de noter que mes tentatives de prélèvement du sang de 
l'une ou l’autre jugulaires furent infructueuses. Malgré la précaution prise de 
mouiller le trocart dans la solution de citrate de soude (utilisée à 4 p. 100, dans 
la proportion d'un dixième, pour éviter la coagulation du sang), un caillot se 
formait presque aussitôt, la pénétration du trocart dans la veine arrêtant 
l'écoulement du sang. L'animal dut être sacrifié. Le même fait se reproduisit 
à plusieurs reprises dans mes essais ultérieurs. 

(2) J'ai toujours constaté l'absolue inefficacité des agents thérapeutiques 
dans le traitement médical de la peste bovine. Un article de W. H. Boynton, 


dans The Philippine Agricultural Review, 3 rd quarter, 1917, arrive à la même 
conclusion après l'essai expérimental de 20 genres de médicaments. 
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En somme, le bilan de cette épizootie, qui resta confinée au 

seul lot de Mécir, se présente ainsi : | 
7 malades d'emblée, 
> morts, 
2 guérisons, 

réaction post-opératoire sur 87 animaux. 

Deux seulement furent réfractaires à la peste. C’est donc, sur 
ce lot de 96 veaux, une proportion de 98 p. 100 de sujets sus- 
ceptibles de la maladie. 

On se rend compte du désastre qu’aurait éprouvé cet élevage 
si la vaccination n'avait été immédiatement pratiquée sur le 
troupeau. 

Au vu de ces résultats et en présence du danger d'invasion 
de la peste sur les veaux et les adultes non immunisés des 
autres fermes, il fut décidé d'étendre sans retard la vageina- 
tion à tous ces animaux, et en outre à tous les bœufs qui 
devaient être achetés dans les mois suivants, au fur et à mesure 
des achats. 

Le sérum nécessaire à ces opérations étant fourni au delà 
des besoins, je n'avais à me préoccuper que de la préparation 
et de la conservation du sang virulent. | 

Ceci fut obtenu aisément par l’inoculation en séries de 
2 veaux sur lesquels le sang était prélevé à la période d'état de 
la maladie et conservé pendant 8 ou 10 jours dans une simple 
elacière portative. 

Six séries de ces veaux, injectés de quinzaine en quinzaine, 
tinrent à ma disposition le sang virulent jusqu'à fin novembre; 
il servit ensuite au Service vétérinaire du Gouvernement pour 
la reprise des vaccinations. 

Du 26 au 28 août, 299 veaux de deux et de trois ans et 
281 bœufs adultes furent immunisés avec le sérum et le sang 
d'un veau de la première série, ce sang ayant été reconnu 
indemne de piroplasmes, de même que celui des j autres séries. 

Du 2 septembre au 2% octobre, la vaccination fut pratiquée 
sur 5 lots de bœufs adultes au nombre de 178, achetés au cours 
de celte période. Il est à remarquer que, parmi les sujets 
achetés, un certain nombre (17) avaient été immunisés en 1912 
ou 1913, chez leurs propriétaires, ainsi qu'en témoignait ia 
marque spéciale sur la cuisse gauche. L'opération ne fut pas 
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renouvelée sur ces animaux; ils restèrent en quelque sorte 
comme témoins, de même que les animaux des Domaines vac- 
cinés avant la guerre, sans qu'aucune récidive ait été conslatée 
sur les uns ou les autres, quoique vivant en étroite promiscuité. 


RÉACTIONS POSTOPÉRATOIRES. 


On à vu que les 96 veaux âgés de deux ans, de la ferme de 
Mécir ont fourni 98 p. 100 de réactions. Sur 3 autres lots, dont 
2 de 49, et un de 50 tèêles, la proportion s'est élevée respecti- 
vement à 79, 83 et 76 p. 100. 

Parmi les 3 lots âgés de trois ans, comprenant 70, #1 el 
10 animaux, le pourcentage des réactions fut respectivement 
de 70, 68 et 77. 

En comparant ces résultats, on voit que la susceptibilité à La 
peste bovine, presque absolue sur les jeunes veaux, s'alténue 
sensiblement avec l'âge et que les veaux de trois ans accusent 
déjà dans ce sens une diminution de 13 p. 100 sur ceux de deux 
ans. La différence s'accroît encore davantage pour les bœufs 
adultes, âgés de quatre à sept ans, qui font l’objet du tableau 
suivant. 

Sur 9 lots de bœufs adultes, vaccinés du 28 août au 24 octobre 
1917, comprenant de 24 à 122 têtes, le nombre des réaclions 
fut trouvé de 229 sur 459 animaux, soit une proportion de 
90 p. 100. 

C'est donc la confirmation, aussi exacte que possible, des 
résultats consignés dans mon premier mémoire, mais sur une 
beaucoup plus vaste échelle, en ce qui concerne les veaux. 

Une conclusion nouvelle peut toutefois être tirée de l’en- 
semble de ces faits, c'est qu'en Egypte les bovidés deviennent, 
avec l’âge, de plus en plus réfractaires à la peste bovine, sans 
que le taux de celte immunité naturelle dépasse une proportion 
d'environ 50 p. 100. 


INFLUENCE DE L'IMMUNITÉ DES GÉNITEURS SUR LES PRODUITS. 


J'ai montré, dans mon premier mémoire, m'appuyant seule- 
ment sur deux expériences « que l'immunité acquise par la 
mère seule est pour ainsi dire nulle, {andis que l'immunisation 


15 


202 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


des 2 géniteurs semble conférer au produit l'immunité com- 
plète ». 

J'apporte une nouvelle observation à l'appui de la dernière 
de ces conélusions, {tout en maintenant mes réserves à cet 
égard. 

Un veau de vingt-huit jours, né d'une mère vaccinée en 1914 
et d’un taureau de l'Administration des Domaines, immunisé en 
1915, fut injecté le 27 août 1917, en même temps que sa mère, 
celle-ci à titre d'essai. Ni l’une, ni l'autre ne réagirent celini- 
quement ou pyrétiquement à la double inoculation. 


ACCIDENTS CONSÉCUTIFS AUX OPÉRATIONS DE VACCINATION. 


En écartant les résultats rapportés plus haut concernant le 
foyer d'invasion à Mécir, où aucune complication ne survint sur 
les 89 veaux non contaminés, vaccinés les 8 et 9 août, il reste 
à relever les accidents constatés à la suite de l’immunisation de 
299 veaux et de 459 bœufs adultes. ; 

Deux veaux de deux ans, du troupeau de Damrou, succom- 
bèrent l’un, le 13° jour, l’autre, Le 17° après l'opération. 

Le premier, mort presque subitement après une réaction très 
nette, présenta à l'autopsie, pratiquée aussitôt après la mort. 
un embolus du ventricule gauclre, blanchâtre, rubanné, très 
résistant, frangé à ses extrémités, de quelques millimètres 
d'épaisseur, avec lésions pulmonaires d'apparence atélectasique. 
Nombre de lobules, isolés ou réunis, de teinte sombre, se déta- 
chaient en creux sur la surface des deux lobes pulmonaires, 
montrant un arrêt de circulation et de nutrition du lobule. Les 
lésions pesteuses de l'estomac et de l'intestin étaient en voie de 
cicatrisation avancée. 

La deuxième victime, d'apparence chétive au moment de la 
vaccination, eut une réaction normale, suivie quelques jours 
après d'un brusque sursaut à 40°, avec diarrhée violente, d’as- 
pect bilieux, inappétence. absolue, teinte subictérique des 
muqueuses et mort en hyperthermie le 3° jour aprèsl'apparition 
de ces symptômes. A l'aulopsie, praliquée par mon assistant, on 
constate un fort engouement pulmonaire, un peu d’entérite, 
sans allérations visibles du foie ni de [a rate, ni aucun signe de 
piroplasmose. 
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En somme, sur un ensemble de près de 400 veaux, ce serait 
une perte maxima de 1,2 p. 100, si l'on porte ces accidents au 
débit de l'opération. 

Sur les 459 bœufs adultes, il y eut également deux victimes, 
affectant le même lot de sujets récemment achetés. La pre- 
mière victime fut un bœufacheté le 24 septembre, vacciné le 29, 
qui mourut le 14° jour après l'opération, d'une violente attaque 
de « Texas fever », compliquée d’abcès pulmonaires tuber- 
culeux. 

La seconde victime mourut le 17° jour après l'inoculation, 
ayant présenté de vagues symptômes de malaria, avec contrac- 
tions spasmosdiques des masséters. À l’autopsie, on rencontre 
une rate très hypertrophiée, de la congestion intestinale et 
pulmonaire, mais pas d'hémalurie ni de sérosité rougeâtre (red 
water) du péricarde. 

Ces deux bœufs n'avaient pas réagi à l'inoculation ; le dernier 
seul avait recu deux doses d’arrhénal, sans résultat. 

Ici, également, si l'on porte ces deux décès au passif de la 
vaccination, elle se solde par une perte inférieure à 1/2 p. 100. 
Müis je ne puis que répéter à ce sujet que celte perte n’incombe 
nullement à la méthode, car j'ai prouvé maintes et maintes 
fois que des accidents pareils se produisent toujours tôt ou tard, 
avec plus ou moins d'intensité, sur les sujets achetés récem- 


x 


ment et non soumis à la vaccinalion. 


RELATIONS ENTRE LA PESTE BOVINE ET LA MALARIA 


Dans toutes les contrées où sévit la peste bovine, Egypte, 
Soudan, Érythrée, Turquie, Russie, Afrique du Sud, Indes, 
Philippines, ete., il a été scientifiquement établi qu'il existe en 
même temps, à l’état endémique, une ou plusieurs formes de 
maladies à hématozoaires qui sembleraient fournir à la peste 
bovine un terrain favorable à son évolution. 

Y aurait-il là, comme dans la maladie des chiens et d'autres 
affections, un exemple de symbiose entre un élément virulent 
invisible et un organisme nettement apparent au microscope ? 

Les faits que j'ai observés pendant près de 20 ans, clini- 
quement et anatomiquement, sur des milliers d'animaux, me 
font rejeter celte hypothèse d'une facon absolue. 
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Il est seulement bien avéré que les deux affections peuvent 
évoluer simullanément sur le même sujet, mais d'une manière 
tout accidentelle et qu'explique très naturellement l'existence 
en Égypte d'innombrables foyers de la maladie des tiques. C’est 
ainsi que j'ai été maintes fois appelé à constater cette affection 
sur des troupeaux de 50, 100, 200 bovidés, littéralement cou- 
verts de parasites, à l'extrême période de la misère physiologique, 
etavec une mortalité qui s'élevait, dans quelques cas, à 75 ou 
80 p. 100 de l'effectif. 

ILest évident que si, dans ces conditions, on entreprend la 
vaccination antipestique, la malaria étant à une période plus ou 
moins avancée de son incubation, on s'expose à un très grave 
insuccès, mais qui ne saurait être imputé à la méthode de 
vaccination elle-même. Et c'est à mes yeux la seule cause des 
pertes élevées, 12 à 30 p. 100, survenues quelquefois à la suile 
des récentes injections préventives pratiquées par le Service 
vétérinaire du Gouvernement égyptien, qui ne pouvait prévoir 
une si fâcheuse coïncidence el qui était tenu, avant tout, de 
barrer le chemin à la peste bovine. 

C'est pour avoir ignoré ces conditions que le D° Koch a 
commis de graves erreurs dans le rapport qu'il adressa au 
ministère de l'Intérieur égyptien, à la suite d’une mission dont 
il avait été chargé en 1904. 

Voici les deux principales asserlions de ce rapport : 

« On a reconnu que ces maladies du sang (pirosomes) pou- 
vaient être transmises à la suite d’injections de sang employées 
comme inoculations préventives contre la peste bovine. 

« D'autre part, quand des animaux ayant les pirosoma dans 
leur sang à l’état latent, sont atlaqués légèrement de la peste 
bovine, que cette attaque soit contractée naturellement ou 
donnée aux animaux artificiellement par les inoculations du 
sang, ces parasites pourraient commencer à évoluer et l'animal 
succomber à l'action combinée des deux maladies. » 

Or l'expérience sur les veaux de Mécir, que J'ai relalée plus 
haut, est la preuve évidente que les assertions du D'° Koch sont 
erronées. 

Une parlie de ces veaux avait élé inoculée avec du sang frais, 
assez fortement parasité, et l’autre avec le mème sang con- 
servé 24 heures à la glacière. Aucun de ces veaux n'a montré, 


. 
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depuis 6 mois, le moindre signe de Texas fever, malgré la 
présence, dans le sang injecté, de piroplasmes bigéminés. 

En outre, les deux premiers veaux utilisés comme porte- 
virus furent inoculés avec ce mème sang parasité, conservé à 
la glacière pendant 9 jours; lun d'eux, n° 1, qui servit au 
prélèvement de 500 cent. cubes de sang, mourut le surien- 
demain avec lésions pesteuses, le sang se révélant indemne de 
piroplasmes ; l'autre, n° 2, ayant résisté à l’inoculation viru- 
lente, recut de nouveau la double inoculation de sérum et de 
sang virulent, sans aucune réaction et sans présenter ultérieu- 
rement aucun signe de malaria. 

De plus, les 299 veaux de 2 et de 3 ans, qui furent injectés 
avec le sang virulent provenant du veau n° 1, ne manifestèrent 
aucune réaction imputable à la malaria. Sur quelques-uns 
d'entre eux qui présentèrent une hyperthermie éphémère du 
15° au 18° jour après la vaccination, l'analyse du sang resta 
négative. 

Donc, en ce qui concerne les veaux, la première assertion du 
D' Koch se trouve réfutée expérimentalement. Nous savions, 
d’ailleurs, par les recherches de Lignières, en Argentine (1), 
que le veau se montre presque toujours réfractaire aux inJec- 
tions de sang malarique. 

Les 459 bœufs vaccinés d'août à octobre 1917, dont la plus 
grande partie avec du sang prélevé sur le veau n° 1, et le reste, 
avec le sang des quatre séries de veaux porle-virus reconnus 
indemnes de piroplasmes, présentèrent quelques réaclions 
fiévreuses dans la seconde quinzaine qui suivit l'opération, 
mais, pour ia plus grande majorité, d'une durée éphémère, 
sans symptômes malariques et avec examen négalif du sang. 

Toutefois 2 bœufs, parmi ceux nouvellement achetés, suc- 
combèrent à une violente attaque de piroplasmose, l’un de 
Texas fever, l’autre de fièvre égyptienne. 

C’est donc une infime proportion de moins de 1/2 p. 100 qui 
pourrait, à la rigueur, être invoquée à l'appui de la thèse du 
D' Koch, si l’on admet qu'au moment de la vaccination anti- 
pestique ces deux sujets étaient porteurs de pirosplasmes à 
l'état latent. 


(4) Lrénières, La Tristeza. Buenos Aires, 1900. 
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Or le lot auquel appartenaient ces deux bœufs venait d'être 
tout récemment acheté, et j'ai maintes fois démontré que tou- 
Jours une assez forte proportion de ces animaux portaient en 
eux les germes de la malaria à l’état lalent, cette maladie 
s'aflirmant ensuite cliniquement, 2, 4, 8, 15 jours, un mois 
après l'achat, Le fait s'est reproduit précisément sur plusieurs 
des lots d'animaux achetés pendant les mois de septembre et 
d'octobre derniers. Mais que les animaux aient été vaccinés ou 
non contre la peste bovine, on constate dans les deux cas la 
même proportion de sujets atteints ultérieurement de piro- 
plasmose. 

L'injection de sang virulent n'a done aucun effet sur la revi- 
viscence des parasites de la malaria. 

J'avais d'ailleurs en mains des preuves antérieures de cette 
innocuité du sang parasité. Au cours des injections critères de 
sang pesteux pratiquées sur 681 bovidés, en vue d'établir la 
durée de limmunité vaccinale, le sang qui m'avait été fourni 
et qui était injecté aux doses de 2,4, 6,8 ou 10 cent. cubes rén- 
fermail, dans quelques cas, des hématozoaires de la Texas 
lever. De la comparaison des résultats obtenus dans ces condi- 
tions avec ceux des injections pratiquées avec du sang indemne 
de piroplasmes, il ressort qu'il n'y eut, de part et d'autre, que 
de très rares complications de malaria, sans un seul cas de 
mort, et dans une proportion sensiblement égale pour le sang 
parasité et le sang indemne. 


CONTROLE DE L'IMMUNITÉ. 


Bien que je n'aie pas renouvelé l'épreuve critère de l'injec- 
lion de sang virulent sur des sujets préalablement immunisés, 
les faits d'observation recueillis au cours de cette nouvelle 
invasion de la pesle bovine sur le bétail des Domaines ne 
manquent pas d'une réelle importance pratique au point de 
vue de la durée de l'immunité. 

En effet, le foyer d'invasion de la peste sur les veaux de 
Mécir s'est déclaré au milieu d'une centaine de bœufs vaccinés 
en 1912-1913, vivant en étroite promiscuité avec les veaux 
atteints, sans qu'aucune mesure d'isolement ait été prise à 
l'égard des premiers. Toutes les manipulations de prise de 


PESTE BOVINE EN EGYPTE 207 


sang, d'autopsie, de vaccination ont élé exéculées dans l'enceinte 
des bâtiments de la ferme. Il en fut de même dans tous les 
autres centres agricoles où fut pratiquée l'inoculation des 
299 veaux et des 459 bœufs adultes. 

En outre, les nombreux foyers de peste qui se sont déclarés 
sur le bétail des villageois, autour des fermes domaniales, 
n'ont Jamais provoqué la moindre contamination. Pour qui 
connaît l'extrême vulnérabilité du bétail à la contagion pes- 
teuse, il est certain que les faits pratiques relevés ci-dessus, par 
leur nombre, par la variété des circonstances où ils se sont 
produits, ent toute la signification de preuves expérimentales, 
et démontrent ainsi que la durée de l’immunité des sujets 
vaccinés Contre la peste bovine est d'au moins 5 années 


CoxcLUSIONS. 


1° En cas d'apparition d'un foyer pesteux, la vaccination 
par la méthode simultanée de tous Les sujets exposés à la con- 
tagion est le moyen le plus efficace d'arrêter subitement 
l'extension de la maladie, en conférant aux animaux une immu- 
nité absolue. 

(En l'absence de sérum, j'ai démontré que l'isolement indi- 
viduel des sujets contaminés permet d'obtenir sur-le-champ 
l'extinction du foyer épizootique, en donnant ainsi une sécurité 
momentanée) : 

2° L'emploi dans les vaccinations du sang pesteux contenant 
des hématozoaires de la malaria bovine est, en Égypte, d'une 
innocuité absolue sur les veaux et les bœufs adultes : 

3° La susceptibilité des veaux à la pe 
absolue, en Égypte; elle s'atténue avec | 
adultes vers la proportion de 50 p. 100; 

4° L'innmunité artificielle des deux géniteurs paraît transmis- 
sible au produit, l’immunité d’un seul wéniteur semble sans 
influence sur le produit ; 

5 L'immunilé résultant de la vaccination persiste expéri- 
mentalement au moins jusqu'à 3 ans, et pratiquement au delà 
des années. | 


ste bovine est presque 
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ERRATUM 
Mémoime pe M. Lauoy, Étude sur le pouvoir antitryptique du sérum sanguin. 


Pages 22 el 23 (fascicule de janvier 1919), dans les têtes des tableaux, après 
les mots : acidilé libre, acidilé formol, supprimer le mot : acquise. 
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METCHNIKOVELLIDÆ 


ET AUTRES PROTISTES PARASITES DES 
GRÉGARINES D'ANNÉLIDES 
par M. CAULLERY et F. MESNIL. 


(Avec la planche V.) 
S L. — HISTORIQUE 


Sous le titre « Sur un type nouveau (Mefchnikovella n. g.) 
d'organismes parasites des Grégarines », nous avons fait con- 
naître, il y a vingt et un ans, par de courtes notes présentées à 
la Société de Biologie et à l'Académie des Sciences (1), — cette 
dernière accompagnée de figures, — certains des curieux Pro- 
tistes dont il va être question ici. Depuis lors, nous avions fait 
allusion à la découverte de nouvelles espèces (2); mais d’autres 
travaux nous avaient détournés de donner le mémoire d’ensem- 
ble que nous avions toujours projeté. La publication d'un livre 
en l'honneur d'Euie MercaniKoFFr nous à paru une occasion 


(1) Cauzcery et MEsniz, Comples rendus de la Soc. de Biologie, t, XLIX, p. 960, 
et Comples rendus de l'Acad. des Sciences, t. 125, 1917, p. 781. 

(2) Cauzcery et Mesni, C. R. Ass. franç. Avanc. Sc., Congrès de Boulogne, 
4899, et « Recherches sur les Haplosporidies », Arch. zool. expér. (sér. 4 
t IV,.1905, p.168. 


, 
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opportune de faire voir le jour à ce mémoire sur des organismes 
dédiés précisément à Metchnikoff. En novembre 1914, nous 
avons donné un résumé visant surtout la partie systématique 
de notre travail (1). 

Nous avons dit, dans nos premières communications, que 
des Metchnikovella avaient été vues avant nous. Elles l’ont été 
par Claparède d’abord (2), qui les avait interprétées comme 
spores (« pseudo-navicelles ») de la grégarine qui les renfer- 
mait. Or, il suffit de comparer les figures de Claparède, que 
nous reproduisons page 232, avec celles qui accompagnent ce 
travail, pour n'avoir aucun doute sur leur attribution à des 
Metchnikovella. 

Léger, ensuite (3), a décrit et bien figuré des inclusions cyto- 
plasmiques chez deux grégarines d’une Aidouinia : « Ce sont, 
dit-il, de pelits corpuscules cylindriques ou naviculaires, 
pourvus d'une paroi et dont la configuration est si régulière et 
si uniforme, qu'ils ressemblent beaucoup à des spores. » Il 
note leur inconstance : « C'est, dit-il, une particularité plutôt 
due à un élat spécial de l'hôte qu'à la grégarine elle-même. » 
Léger n'a bien vu que les kystes; il note pourtant que les 
« formations apparaissent sous forme de petites portions dis- 
tinctes d'entocyte plus clair », et, fort justement, il constate 
que le noyau de la grégarine reste présent. N'ayant pas réussi 
à mettre de noyau en évidence dans les kystes, où il n’a vu que 
des granulations, et n'ayant pas aperçu les stades antérieurs, 
Léger s’est trouvé éloigné de songer à des parasites et il pose 
surtout, sans le résoudre, le problème de savoir s'il s’agit 
d'éléments de réserve, ou de bourgeons internes reproducteurs. 

Labbé (4), en classant les Wetchnikovcella dans les Incertæ 
sedis des Sporozoa du Tierreich, cite les espèces que nous 
venions de décrire et leur en adjoint une autre, en interprétant 
un texte de Leidy qui nous avait échappé. 

Chez une grégarine d’un Oligochète, Pistichopus sylvestris, 


(4) Caucrery et Mesnir, Comples rendus de la Sor. de Biologie, t. LXXVIT, 
nov. 1914, p. 527. 

(2) CLararèoe, Mém. Soc. Phys. el Hist. nal. de Genève, t. XVI, 1861 (w. p. 159 
et pl. IV, fig. 8 et 9). 

(3) Lécre, Recherches sur les Grégarines, Tablelles zaol., t. IL, 4892, et 
Thèse doct. Se. Nat. Paris, 4894. 

(4) Lasgé, Sporozoa, Tierreich, livr. 5, 1899 (v. p. 125). 
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qu'il appelle Monocystis mitis (? Gregarina enchytræi Külliker), 
Leidy (1) a vu des corps qu'il pense être des spores. « These 
are curved elliptical bodies 0""015 Tong by 0,0045 wide, and 
were collected into a group of usually two or three to seven, 
sometimes in advance of the nucleus and sometimes behind 
it. » On ne peut, d’après cette description et la figure trop sché- 
matique de Leidy, savoir s'il s'agit d’une Mefchnikovella ou 
d’un autre micro-organisme ; mais, comme nous allons le voir, 
Hesse a tranché la question en faveur des Metchnikovella. 

Depuis 1897, il n'a pas été beaucoup ajouté à nos connaissances 
sur les organismes nouveaux, dont nous faisions connaître la 
nature parasitaire et en partie l'évolution. Des auteurs ont 
signalé d'autres inclusions parasitaires chez diverses grégarines. 

Montgomery, en 1898 (2), a vu, chez une grégarine de 
l'intestin d'un Némertien, Lineus gesserensis, à noyau mtact, 
de petits éléments nucléés remplir l'endoplasme, mais il n'a 
pas noté trace de kystes comme chez les Metchnikovella. 

Dogiel, en 1906 (3), a décrit, sous le nom de Hyalosphæra 
gregarinicola, un parasite de la grégarine Cystobia chiridotæ 
et en à fait une coccidie. Il est certain que les divers stades 
observés ne rappellent pas une Metchnikovella; mais la déter- 
mination coccidie nous paraît à tout le moins douteuse. 

Le même auteur, en 1907 (%), décrit comme schizogonie 
d'une grégarine, appelée par lui Schizocystis sipunculi, mais qui 
ressemble à un Selenidium, des états qui paraissent bien plutôt 
représenter un parasite de l’endoplasme de la grégarine. Telle 
fut, d'ailleurs, l'opinion de Brasil et Fantham (5), qui avaient 
eu l’occasion d'observer des inclusions parasitaires chez des Se- 
lenidium de Phascolosomes et aussi d’Annélides Polychètes; il 
existe, disent-ils, non seulement le stade en morula, — que 
nous mêmes avions signalé incidemment (6) —, mais beaucoup 
d'autres élats,entre autresles kystes vus par Léger chez un P/aty- 


) Læiwy, Proc. Acud. of rat. Sc., Philadelphie, t. XXXIV, mai 1882, p. 145. 
} MonrGomErY, Journ. of Morphol., t. XV, f. 2, nov. 1898 (v. p. 403). 
) Docrez, Arch. f. Protislenk., t. VIT, 1906, p. 106. 
) Io., 1bïd., t. VII, 1907, p. 203. 

(5) Brasiz et FanruaM, Comples rendus de l'Acad. des Sciences, t. CXLIV, 
4 mars 1907, p. 518. 

(6) Cauzzery et MEsxiL, Comptes rendus «le la Soc. de Biologie, t. LI, 14 oct. 
1849, p. 791, el Arch. 2001. expér., t. IV, 1905 (v. p. 168). 
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cystis (= Selenidium) d'Audouinia. Ces auteurs n'ont malheu- 
reusement pas précisé leurs observations. Peut-être faut-il 
rapprocher des constatations de Dogiel celles de Swarczewsky (1) 
qui, chez une Lankesleria de planaire du lac Baïkal, a trouvé des 
formations analogues qu'il interprète comme schizogonie de la 
grégarine. 

En 1908, Averinzew, dans un travail écrit en russe, que nous 
n'avons pu consulter que tout récemment (2), a décrit en 
détails une Metchnikovella selenidii; 11 nous paraît bien s'agir 
d'une véritable Metchnikovella (v. p. 229). 

La même année, Annie Porter (3) a observé un parasite 
d'une Schizogrégarine d’Ascidie, Mesogregarina amaroucui; elle 
le rapproche de Chyrridiopsis socius et surtout du parasite des 
Selenidium de Brasil et Fantham. 

Dans sa monographie des Monocystidées des Oligochètes, 
Hesse (4) signale plusieurs parasites de grégarines. D'abord, 
le parasite découvert par Leidy; Hesse montre qu'il s’agit bien 
d’une Metchnikovella; nous en parlerons plus loin. 

Chez d'autres grégarines, parasites des testicules, l’auteur a 
rencontré des microbes, différents suivant l'espèce grégari- 
nienne considérée, et qui paraissent être de nature bactérienne ; 
chez Monocystis lumbrici, ces microbes ne se rencontrent que 
chez des individus en dégénérescence ; chez les autres, ils atla- 
quent des individus d'apparence tout à fait normale. Léger, de 
son côté (5), a observé, dans le cytoplasme d’une autre gréga- 
rine, Schizocystis gregarinoïdes, des éléments parasitaires qu'il 
rapproche aussi des bactéries. 

Egalement en 1909, Léger et Duboseq ont fait connaître deux 
cas de parasitisme des grégarines par des microsporidies : 
Frenzelina conformis d'un crabe, parasitée par Nosema frenze- 
linæ, microsporidie monosporée (6); Lankesteria ascidiæ, para- 

(1) SwaRCzEWSKY, Festschrift f. R. Hertwig, t. I, 1910, p. 637. 

(2) AvERINZEW, Etudes sur les protozoaires parasites I-VIT (en russe avec 
résumé allemand). Trav. Soc. Imp. Nat. Saint-Pélersbourg, t. XXXVIIT, f. 2, 1908, 
Sect. Zool. et Physiol. (v. p. 109); analysé dans Zoo!. Centralbl., t. XV, sept. 1908. 

(3\ Miss Porter, Arch. z0ol. expérim. (4), t. IX, 1908, N. et R., p. xLiv, et 
Arch. f. Prolislenk., t. XV, 1909, p. 227. 

(4) Hesse, Arch. z00l.cxpér.(5),t. III {v. p. 233 et suiv.), et Thèse doct. Sc. Nal., 
Paris 1909. 

(5) Lécer, Arch. f. Protislenk.,t. XVIII, 1909, p. 85 (v. p. 104). 


(6) LéGer et Dusosco, Comples rendus de l'Acad. des Sciences, t. 148, 15 mars 
1909,.p. 133 (fig. dans Arch. f. Protistenk., t. XVII, 1909, pp. 117-119). 
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sitée par Perezia lankesteriæ, microsporidie disporée (1). Les 
auteurs interprètent Le cas de miss Porter comme étant aussi 
une microsporidie grégarinophile ; ils font remarquer que 
Chytridiopsis socius n’envahit que très exceptionnellement le 
Stylorkynchus lcngicollis. I est possible aussi que la schizo- 
gonie, signalée par Averinzew (2) chez une grégarine d'un 
Nénertien du genre Amphiporus, soit également l’évolution 
d'une neo die comme certaines des! figures incitent à le 
croire. 

Nous allons d’ Te faire connaître nos observalions sur les 
Metchnikovella, ou plutôt les Merchnikovellidæ, car toutes les 
espèces connues ne peuvent ètre classées dans un genre 
unique; puis nous parlerons des autres parasites des gréga- 
rines. 


Il. — CARACTÈRES GÉNÉRAUX DES WETCHNIKOVELLIDÆ. 
ÉVOLUTION. AFFINITÉS. 


Harsrrar. — Les Metchnikovellidæ sont des parasites du cyto- 
plasme de grégarines intestinales d’annélides; toutes, à l'excep- 
lion d'une seule, se rencontrent dans des grégarines d'Anné- 
lides polychètes marines; Metchn. hessei, en revanche, parasite 
le cytoplasme d’une grégarine d'Oligochètes terrestres. 

Toutes nos observations personnelles ont porté sur des Poly- 
chètes de la région du Cap de la Hague (Manche); mais il ne nous 
paraît pas douteux que les Metchnikovellidæ sont cosmopolites, 
puisque Léger en a observé chez des Polychètes à Belle-[sle-en- 
Mer, de aux iles Hébrides, Averinzew dans la baie de 
Kola, Leidy dans des Uecetcte terrestres des États-Unis 
ous Hesse dans de Oligochètes de la Haute-Saône. 

Les grégarines parasitées appartiennent à divers groupes : 
Monocystidées (Lecudina et Ophioidina d'Annélides errantes, 
Selenidium d'Ann. sédentaires, genre auquel il faut peut-être 
rattacher le Monocystis mis Leidy d'Oligochètes); Dicys- 
tidées (Polyrhabdina et Ancora d'Ann. sé édentaires), et Tricys- 


(1) Lécer et Dusosco, Arch. z0ol. expér. (5), t. I, N. et R., p. Lxxxix, 1909. 
(2) AvERINZEW, Zool. Anz. t. XXXIII, 4908, p. 685, et Arch. f. Protistenk., 
t. XVI, 1909, p. 71 (v. en particulier les fig. 27-29). 
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tidées | Sycia—Ulivina (1). Hne semble pas y avoir parallélisme 
entre la structure des Metchnikovellidæ et celle des grégarines- 
hôtes. On peut rencontrer, chez la mème espèce de grégarine, 
deux espèces de parasites, de forme assez dissemblable. Notons 
pourtant que les Metchnikovellidæ, à kystes en forme de bà- 
tonnet allongé, paraissent propres aux Ancora. 

_ Quand l'infection existe, elle affecte presque toujours la plu- 
part des grégarines d’une mème Annélide. 


KysrEs. CLASSIFICATION. — Ce qui caractérise avant tout les 
Metchnikovellidæ, ce sont leurs kystes: formations plus ou 
moins allongées, allant d’un type ovoïde (la longueur ne 
dépasse guère le double de la largeur) jusqu'à des An 
où la longueur atteint 25 fois la AU et des fuseaux, éga- 
lement très allongés, à extrémités très effilées ; la largeur va 
de 2 y à 6 4 ». Ces kystes ont une paroi épaisse qui se laisse 
difficilement traverser par les matières colorantes et qui est 
souvent renforcée aux extrémités par une sorte de bouchon 
(v. fig. A, 2, 4et 6); cette disposition est même exagérée chez 
l’espèce type, Metchn. spionis, où il y a de longues parties ter- 
minales, qui paraissent même creusées d’une sorte de canal 
(fig, À, 1 d). 

A l'intérieur de ces kystes, on distingue un certain nombre 
de corpuscules immobiles, bien individualisés, de forme légè- 
rement ovoïde, ou en pépin de raisin (fig. A, 1 e). On arrive, 
sur coupes, à colorer dans chaque corpuscule un grain ou une 
petite masse chromatique centrale (pl. V, fig. 5). Aie s’agit très 
vraisemblablement de germes, spores nues protégées par l'en- 
veloppe du kyste. 

Le nombre de ces spores parait relativement constant pour 
une espèce déterminée, mais variable pour les diverses espèces : 
8, 12, 16, 32; on en compte parfois une centaine chez l'espèce 
aberrante, Ampluiacantha longa. 

Étant donnée la variété de formes de ces kystes, nous avons 
cru devoir, dans notre note de 191%, élever les Metchnikovella au 
rang de fanulle, el grouper les diverses espèces en trois genres : 

1. Nous avons conservé le genre Metchnikovella pour toutes 


(1) Au sujet de ces genres de grégarines, voir Caurzerx et Mesxiz, Comptes 
rendus de la Soc. de Biologie, L. LXXVII, 14 nov. 1914, p. 516. 
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les espèces (fig. A, 1-7) chez lesquelles la longueur des kystes 
n'excède pas dix fois leur largeur. Ils sont tous cylindriques ou 
fusiformes, à extrémités arrondies. Leur forme générale reste 
assez variable. L'espèce type, M. spionis, occupe une place à 
part, en raison de la constitution spéciale des extrémités du 
kyste, extrémités allongées et ne renfermant pas de spores 
(fig. 1°d) ; chez d'autres espèces, comme M. legeri (fig. 6), il y à 


GES 


Z. 5 

F1G. À. — 1. Melchnikovella spionis : a, b, ce, d’après le vivant (ce, kyste anor- 
mal); d, d'après les préparations colorées; e, spore. — 2. Melch, incurvila: à 
gauche, kyste vu de face; à droite, vu de profil. — 3. Melch. oviformis. — 
4. Melch. nereidis. — 5. Melch. minima (d'après Léger). — 6. Metch. legeri; 
a, kyste vu de profil: b et c, kystes vus de face. — 7. Metch. claparedei 


(d'après Claparède). — G.= 1.250 D. 


un épaississement polaire assez marqué. De même, il n'y a pas 
de différence tranchée entre les formes en fuseau et les cylin- 
driques. M. claparedei (1) fait le passage au genre suivant. 

2. Nous avons créé le genre Amphiamblys (2) pour des 
espèces à kystes cylindriques, longs, plus ou moins arqués, 


(4) Nous ne l'avons pas observée nous-mêmes; l'importance du renflement, 
situé vers le milieu du kyste et figuré par Claparède, serail à préciser. 
(2) De äuztr et 4u6)%,, émoussé. 
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‘arrondis aux extrémités, et dont la longueur dépasse dix fois la 
largeur. Nous n'en connaissons que deux espèces qui para- 
sitent, d’ailleurs, des grégarines de même type (fig. B, 8 et 9). 


TE 


ù 


BR 

Fr 

\ CA 

\Q 
(2 


Fic. B. — 8. Amphiamblys capilellidis. — 9. Amphiamblys capilellæ: à et b, 
kystes d'une grégarine en comète; c (var. longior),kyste d'une Anchora sagitlata 
type. — 10. Amphiacantha longa : à gauche, kyste vu de face; à droite, vu 
de profil. — G.=—1.250 D. 

3. Enfin. il nous a paru utile de créer un troisième genre 
Amphiacantha (1) pour l'espèce à kystes terminés en deux 
longues pointes effilées, que nous avons observée dans la gré- 
garine d'un Eunicien. 

Le lableau ci-dessous (2) résume ce qui concerne l'habitat-et 
les caractères des diverses espèces : 

(1) De ue el äxuvôx, épine. 

(2) Ce lableau reproduit, complété, celui que nous avons publié en 1914. 
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Évoruriox. — S'il est relativement facile de caractériser les 
kystes, il est beaucoup plus difficile de se faire une idée 
précise de l’évolution qui aboutit à ces formations. Nous avions, 
à cet égard, dès 1897, recueilli un certain nombre de données 
concernant notre espèce lype, M. spionis, parasite d’une gré- 
garine aplalie, de grande taille, qui se prête particulièrement 
bien à l'observation. Nous aurions voulu les compléter; 
nous avons malheureusement été mal servis par les circon- 
stances (et c’est une des raisons qui nous ont fait différer si 
longtemps la publication de notre mémoire in extenso) : la gré- 
garine en question était parasitée surtout en un point de 
l'habitat de l'Annélide-hôte et quand, à plusieurs reprises, Les 
années suivantes, nous avons voulu reprendre notre étude, les 
Metchnikovella avaient à peu près complètement disparu. Les 
matériaux d'étude fournis par les autres Metchnikovellidæ se 
sont montrés moins favorables. Pourtant, l'étude récente que 
nous avons pu faire d’une seconde espèce de Metchnikovella 
de la grégarine de Spio martinensis, nous a permis de corro- 
borer certaines de nos conclusions. 

Chez cette Grégarine, comme d’ailleurs chez toutes les autres 
espèces, le parasitisme se décèle par l’existence de plages 
claires, qui tranchent au milieu du cytoplasme, toujours plus 
ou moins granuleux. Ces zones sont généralement arrondies, à 
contours plus ou moins diffus. Le noyau de la Grégarine est 
toujours présent ; il est parfois refoulé de sa position normale. 

Chez la Grégarine parasitée par M. spionis, les stades végé- 
tatifs du parasite se traduisent, non seulement par des taches 
claires, mais encore par une sorte de réseau à l’intérieur du 
cytoplasme (fig. C, 1 et 2). 

A cela, à peu près, se bornent les constatations à l'état frais. 
En examinant avec soin, à l'immersion, des Grégarines écrasées, 
on ne distingue pas de limites nettes aux taches ou trainées 
claires. À leur intérieur, on constate la présence de corps 
arrondis, un peu réfringents. Il nous avait paru que ces corps 
élaient parfois groupés par deux, dont l’un plus pelit que 
l'autre, et nous avions pensé à une mulliplication par bour- 
geonnement (nous en avons parlé dans notre note préliminaire). 
Nous devons dire que nos observations, sur préparations colo- 
rées à l'hématéine, tant pour Metchn. spionis que pour les autres 
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espèces, ne nous ont rien fourai à l'appui de cette observa- 
tion. | 

Ces corps arrondis, plus ou moins réfringents, assez isolés 
les uns des autres, correspondent probablement aux cellules 
que l'on observe sur les coupes de Spio contenant des Gréga- 
rines parasitées par M. spionis. Les figures 1, 2 et 3 de la 
planche donnent une idée des aspects observés dans les cas des 
trainées cytoplasmiques. On a des cellules en files linéaires,arron- 
dies, mesurant 24 de diamètre, et renfermant à leur intérieur une 
petite masse de chromatine bien compacte. Ces cellules sont en 
multiplication active et on observe un certain nombre de stades : 
plaques équatoriales assez bien caractérisées, avec fuseaux 
achromaliques ; quelques diasters. Il s’agit sans doute de 
mésomiloses, comme c'est le cas chez un grand nombre de 
Protistes. Averinzew (/. c.) figure des promitoses dans la schi- 
zogonie de sa Metchnikovella (cf. Amibes du type /mar). 

Le reste des traînées ne se colore généralement pas; il corres- 
pond sans doute à une zone où Le cytoplasme granuleux de la 
Grégarine se trouve solubilisé sous l'action des cellules para- 
silaires. Parfois cependant, les traînées apparaissent comme 
des bandes prenant plus fortement l'hématéine que le proto- 
plasme grégarinien; mais, en pareil cas, on ne distingue plus 
de noyaux nets, et nous pensons que l’on se trouve alors en 
présence de parasites en dégénérescence chromatolytique, et 
non, — hypothèse qui peut aussi venir à l'esprit — de stades 
prékystiques. 

Un pareil état végétatif s’observe, sous des aspects uu peu 
différents, pour les autres espèces, jamais avec la même netteté. 
Chez Amplaiamblys capitellæ, on retrouve les mêmes petites 
cellulès (pl. V, fig. 6); mais ici, les files parasitaires se trou- 
vent serrées les unes contre les autres, et on a quelque diffi- 
culté à les différencier ; d’ailleurs, les kystes se présentent 
toujours en faisceau assez compact. Pourtant, en y regardant de 
près, on reconnail la même disposition fondamentale que chez 
M. spionis. 

Chez M. brasili, la seconde espèce parasite de la Grégarine 
de Spio martinensis, les états végétatifs se présentent sous 
forme de plages multinucléées, dont la figure 7 (pl. V) donne 
une bonne idée; il semble, dans ce cas, qu'on ait affaire, non 
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à des agrégats de cellules, mais à des plasmodes. Averinzew 
figure aussi des plasmodes; ils paraissent présenter des pseu- 
dopodes. 

Comment passe-t-on de ces états végélatifs aux kystes? Ici, 
ou bien nos observations présentent des lacunes, ou bien, et 
c'est ce que nous pensons, les kystes se forment tout simplement 
par une sorle d'individualisation d'une partie de traînée ou de 
plage parasitaire, qui s’entoure d'une membrane épaisse. 

Il est probable que des états comme celui de la figure 3 
(pl. V),où il y a des cellules sur deux files contiguës, conduisent 
précisément à ces kystes où les éléments que nous avons appelés 
germes sporaux se trouvent en effet sur deux rangées. 

La figure 8 (pl. V), qui appartient à NW. brasili, montre une 
Grégarine avec un grand nombre de kystes mürs et quelques 
plages, lesquelles, par leur forme, leurs dimensions, le nombre 
des noyaux, correspondent bien à un état précédant l'enkyste- 
ment. Et cette figure, rapprochée de la figure 7, laisse facilement 
supposer comment on passe des états végélalifs aux kystes. 

Un autre argument en faveur de notre manière de voir est 
tiré de la constatation de l'inégalité de dimensions des kystes, 
et surtout des anomalies que présente M. spionis. La figure D 
(p. 225) donne une idée de ces anomalies, qui étaient surtout 
abondantes chez l'individu qui a fourni les éléments de cette 
figure; les formes bifurquées, par exemple, s'expliquent pour 
le mieux en supposant que l'enkystement a empiété sur deux 
branches divergentes du réseau. 

Enfin, si la constitution des germes sporaux se fait à l'abri 
de l'enveloppe de kystes aussi simplement différenciés, on 
conçoit que de pareils germes puissent se former indépen- 
damment des kystes. Or, nous avons souvent noté, chez diverses 
espèces, en écrasant les Grégarines parasitées, qu'il en sortait 
des éléments ayant tous les caractères des germes sporaux des 
kystes, et qui s'étaient sûrement formés en dehors d'eux. 

D'après Averinzew (/. c.), les cellules qui entrent dans la 
composilion des kystes copuleraient deux à deux avant de 
devenir des germes sporaux. Ce fait, s'il est confirmé, n’est 
nullement en contradiction avec les fails que nous avons 
observés. 
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Monge DE PÉNÉTRATION, — 1l parait certain que l'infection se 
fait par le tube digestif de l’Annélide qui absorbe, avec ses 
aliments, les kystes parasitaires. Soit par dissolution des parois, 
soit par déhiscence, les germes sporaux sont mis en liberté, 
et ils pénètrent dans le cytoplasme de la Grégarine, probable- 
ment à des stades divers de celle-ci et en particulier lorsque la 
Grégarine est encore jeune, appendue à l’épithélium intestinal, 
et que son enveloppe est relativement mince. 

Les germes, inclus dans le cytoplasme grégarinien, appa- 
raissent d’abord comme de petites masses, telles que celles 
représentées planche V, figure 9, en ?, renfermant à leur 
centre un grain chromatique bien délimité. Ils se multiplient, 
ou bien sur place, en donnant ces trainées ou ces plages dont 
nous avons déjà parlé, ou bien à distance, et l’auto-infection de 
chaque Grégarine se trouve ainsi réalisée. Mais peut-il y avoir 
auto-infection, à l’intérieur d’un même tube digestif, pour les 
diverses (rrégarines qui s’y trouvent, ou bien ces Grégarines 
sont elles toutes infectées par le ou les kystes venant de l’exté- 
rieur? Nous adoptons de préférence cette seconde manière de 
voir, Car nous avons remarqué un certain synchronisme des états 
observés chez une même Annélide: en général, les Merchn. Y 
sont partout à la période végétative, ou bien partout à l’état de 
kystes. Les Grégarines ne sont jamais très nombreuses chez une 
Annélide, et on conçoit qu'un ou un petit nombre de kystes 
suflisent à infecter la majeure partie d’entre elles. 


RELATIONS DU PARASITE ET DE LA (RÉGARINE-HÔTE. — L'action 
pathogène des Wetchnikovellidæ nous a toujours paru peu 
importante, au moins en ce qui concerne la phase végétative 
de la Grégarine ; il n'y a, à l'encontre de celte opinion, que 
l’observalion de Léger concernant la Werchn. d'un Se/enidium 
(v. p. 230, et nous devons regarder le cascomme exceptionnel. 
Mais nous croyons que les Grégarines fortement parasitées, 
qui, comme on le sait, sont des gamontes, sont incapables 
d'accomplir leur évolution sexuée ; nous n'avons malheureu- 
sement aucun document à cet égard. Averinzew prélend que, 
quand l'infection est légère, la sporulation de l’hôle est possible 
et que les kystes du parasite sont éliminés en même temps que 
ceux de la Grégarine. 
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Le parasite vit aux dépens du cytoplasme de la Grégarine 
qu'il dissout et raréfie. Mais nous pensons que la Grégarine est 
capable de lutter contre l'infection, et nous inlerprétons dans 
ce sens ces figures, dont nous avons déjà parlé, où les parasites 
apparaissent comme en chromatolyse. 

Un autre fait est encore plus probant : les Spio de la région 
où nous avons découvert notre espèce type étaient abondamment 
parasilés en 1897; quand nous avons voulu, quelques années 
plus tard, reprendre nos études, la Grégarine était aussi fré- 
quente, mais on ne trouvait plus de kystes de Werchnikovella. 


Arginrrés. — Si le mode de formalion des kysles est bien 
celui que nous supposons, il faut dire que nous ne connaissons 
chez les Protistes aucun cas analogue. Et cela seul donne aux 
Metchnikorellidæ un caractère spécial qui les isole dans 
l’ensemble des Protistes. 

Les kystes, considérés en eux-mêmes, indépendamment de 
leur genèse, présentent évidemment des analogies parmi Îles 
organismes inférieurs. Ils ressemblent, par exemple, à des 
asques de Champignons, ou encore aux kystes de certaines 
Haplosporidies. 

Chalton (1) a insisté sur celte ressemblance avec les asques 
de certaines levures. Il à décrit, en 1913, sous le nom de 
Coccidiascus legeri, une curieuse levure que l'on trouve à 
l'intérieur des cellules épithéliales de l'intestin d’une mouche 
Drosophile et voisine d'ailleurs du Xhaphidospora ledanteci 
Léger, d'un autre insecte ; et il a montré que les asques de sa 
levure ressemblent beaucoup aux kystes de l'espèce que nous 
avons appelée depuis Metchnikovella legeri.Chalton avait même 
poussé la comparaison jusqu'aux ascospores, sur germes Sporaux, 
aciculaires chez Coccidiascus et peut-être aussi chez certaines 
Metchnikorellidæ, d'après une observation que nous lui avions 
communiquée, mais que nos recherches ultérieures n'ont pas 
confirmée. Nous-mêmes, en 1897, avions songé à un rappro- 
chement avec des levures que nous rencontrions dans une 
autre annélide. Mais, à cette époque, comme aujourd'hui, la 
senèse probable de nos kystes nous chligea à abandonner cette 


4) Cuarrox, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, t. LXXV, 1913, p. 117. 
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hypothèse. Nous ne méconnaissons pas, néanmoins, que € est 
encore à des asques que les kystes, une fois constilués, res- 
semblent le plus. 

Ces kystes ressemblent aussi à ceux de certaines Haplospo- 
ridies, ordre de Sporozoaires, ou plus exactement de Néospo- 
ridies,que nous avons crééautrefois(1).Mais,chez Cælosporidium, 
par exemple, on passe graduellement d'un état uninucléé à 
l'état kystique plurinucléé, tandis que, même chez les Metchni- 
kovellidæ qui paraissent avoir un état plasmodial, ce sont:des 
territoires plurinucléés de ce plasmode qui s'individualisent 
pour donner des kystes, sans autre changement que l'épais- 
sissement de la paroi et l’individualisation des germes sporaux. 
Sans nier les rapports des deux groupes, nous ne pouvons 
donc souscrire à l'opinion d’Averinzew que les Metchnikovel- 
lidées sont des Haplosporidies. 

Nous avions, en 1897, à la are de Metchnikoff, posé 
la question d' Anslboïe avec de curieux microbes, décrits par 
Haffkine en 1890 (2) sous le nom de Holospora, qui sont parasites 
du macro- où du micronucléus des Infusoires ciliés, et qui sont 
caractérisés par une multiplication à la fois scissipare et gem- 
mipare et par l'apparition brusque de formes de résistance à 
aspect réfringent. Mais ces « holospores » ne rappellent pas du 
tout nos kystes, et nous avons dit que la reproduction gem- 
mipare de nos cellules végétatives est tout à fait douteuse. 

La structure nucléaire des Metchnikorellidæ ne rappelle pas 
celle des levures, et fait plutôt songer à d'autres champignons 
inférieurs, Myxomycètes et Chytridinées, plus particulièrement 
aux ?lasmodiophoracées. M. Pinoy, en particulier, a attiré notre 
attention" sur cette ressemblance, en nous renvoyant aux Inté- 
ressants mémoires de Maire et Tison (3). Mais il faut d'abord 
faire remarquer que, au moins en €e qui concerne la division 
nucléaire, les Metchnikovellidées ne seraient pas d'un type 
uniforme, puisque Averinzew signale une haplomitose là où 
nous avons observé de la mésomitose. Au point de vue des états 
végétatifs et de la formation individuelle des spores, le rappro- 
chement entre les deux groupes est possible ; mais le kyste reste 


(4) Anch. zo0l. expérim., À. €. 
(2) Harrkine, Annales de l'Ins'ilut Pasteur, t. IV, 1890, p. 148. 
(3) Mare et Tison, Annales mycologici, i. VI, 1909, p. 226, et L. IX, 1914, p. 226. 
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toujours quelque chose de particulier à notre groupe, qui justifie 
son isolement parmi les Protistes inférieurs. 


$ IL. — DESCRIPTION DES ESPÈCES DE WMETCHN/KOVELLIDÆ 


Nous allons donner, dans les pages qui vont suivre, la des- 
criplion, non seulementdes espèces que nous avons nous-mèmes 
observées, mais encore des espèces vues par d’aulres auteurs. 


1, — Genre Metchnikovella C. et M., 1897, emend. 1914. 


1. Metchnikovella spionis C. et M., 1897, espèce type 
(fig. A1; C'etoD; PL %«E 0166) 


Habitat : Polyrhabdina brasili C. et M. de Spio marlinensis. 

Les Spio marlinensis Mesn. se rencontrent, dans la région du cap de la 
Hague, dans diverses sortes de sables : sable jaunâtre des grandes anses où 
les rochers sont rares, sable compact blanc grisâtre cimenté par de l'humus 
provenant de débris d'algues (sablon). Partout, ces annélides sont parasitées 
par deux espèces de grégarines : une aplatie, de grande taille (jusqu’à 200 y) 
qui ne présente que des mouvements de glissement etque nous avons nommée 
Polyrhabdina brasili, et un Selenidium, grégarine nématoïde, à côtes bien mar- 
quées, très mobile. 

Les Polyrh. brasili des annélides du sable jaunâtre de l'anse d'Escalgrain, 
à l'O. du cap de la Hague, — et aussi de l’anse de Vauville, — sont para- 
silées par Melchn. spionis. Nous n'avons jamais rencontré cette espèce chez 
les grégarines des Spio du sablon de l’anse Saint-Martin, à l'E. du cap de ia 
Hague ; mais nous y avons chservé, en 1917, une autre Metchnikovella, que 
nous décrivons plus loin sous le nom de M. brasili. 

En 1897, les neuf dixièmes environ des Spio de l’anse d'Escalgrain héber- 
geaient des Polyrhabdina ; chez le tiers de ces annélides ainsi parasitées, 
la plus grande partie des grégarines étaient elles-mêmes parasitées. L'infection 
peut être très précoce : nous avons trouvé le parasite à divers états dans des 
céphalins, c'est-à-dire des grégarines jeunes, encore appendues par leur épi- 
mérite à l'épithélium intestinal de l'annélide. Les grégarines parasitées se 
présentent sous des états divers que l'on peut ranger en 3 catégories : type 
vacuolaire (fig. C, 1) dans lequel on observe des vacuoles claires, tranchant 
sur le cytoplasme granuleux de la grégarine, à contours irréguliers, plus 
ou moins arrondies ou ovalaires dans le sens transversal; — type réticulé 
fig. C, 2) dans lequel le cyloplasme est parcouru, dans tous les sens et 
dans toute sa masse, par des trainées hyalines, peu réfringentes, d'un calibre 
sensiblement constant ; — enfin type kystique (fig. C, 3) dans lequel l'entocyte 
renferme des corps figurés,de forme assez constante, à contours bien marqués, 
assez réfringents, allongés suivant l'axe de la grégarine en un fuseau mesu- 
rant 20 y à 40 w de long sur 4 » de large. Ils peuvent coexister avec les 
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trainées ; ils sont souvent en grand nombre (une centaine environ et rem- 


plissent alors à peu près com- 
plètement le volume de la 
grégarine dont le noyau, dans 
tous les cas, reste parfaite- 
ment intact (1). 

Les kystes ont une mem- 
brane épaisse qui se laisse 
difficilement pénétrer par les 
matières colorantes. Leur por- 
tion médiane (sur les 3/5 de la 
longueur) est légèrement ren- 
ftée et renferme des corpu- 
scules nucléés (fig. A, 1 e et 
pl. I, fig. 4 et 5), en forme de 
pépin de raisin, bien individua- 
lisés, de 2 p 5 de long, généra- 
lement au nombre de 16, dis- 
posés sur deux lignes, sauf 
aux extrémités ffig. A, 1 d). 
Les deux bouts du fuseau ont 
une affinité spéciale pour les 
colorants qui en imprègnent 
d’abord la partie axiale. Cette 
disposition donne aux kystes 
de M. spionis un caractère très 
spécial dans le groupe, à tel 
point que nous avons pensé à 
restreindre le genre Melchni- 


Melchnik. spionis : 
3, kystes. — X 400 environ. 


CD) — 


Grégarines parasitées par 
1 et 2, stades végétatifs; 


kovella à cette espèce. Mais nous y avons renoncé, au moins provisoire- 


Fi. D. — Kystes anormaux de Metchnik. spionis 


x 900. 


ment, car d’autres es- 
pèces présentent des 
bouchons polaires dont 
l'état réalisé chez M. 
spionis n'est probable- 
ment qu'une exagéra- 
tion. 

Les dimensions des 
kystes présentent des 
variations assez nota- 
bles; la longueur peut 
aller de 20 à 40 p. La 


(1) Nous avons pour- 
tant observé, tout à 
fait exceptionnellement, 
quelques noyaux qui, 
bien qu'ayant conservé 
leurs contours, nous 
ont paru parasités; J'un 


d'eux même renfermait des éléments analogues aux spores. Averinzew 


(v.‘infra) a fait une observation semblable. 
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forme peut aussi varier et on observe parfois des individus anormaux, dont 
une extrémité est soil tronquée, soit bifurquée; la figure D donne divers 
aspects de ces individus, tous provenant de la même grégarine. Nous avons 
(p. 220) tiré argument de ces états en faveur de notre conception de la genèse 
des kystes. 

Comme nous avons surtout fait état des figures de multiplication végé- 
tative de M. spionis pour décrire, dans le chapitre précédent, l’évolution des 
Metlchnikovellidæ, nous nous contenterons ici d'y renvoyer ainsi qu'aux 


figures 1-3 de la planche V. Rappelons aussi que nous avons constaté Ja 
présence d'éléments tout à fait ana- 
logues aux germes sporaux en dehors 
des kystes. 

Nous aurions voulu compléter ces 
recherches et corroborer nos résultats 
par de nouvelles observations, mais 
les années suivantes, en particulier en 
1905 et 1913, nous avons constaté que 
l'infection des grégarines des Spio de 
l'anse d'Escalgrain par M. spionis avait 
disparu ou à peu près. 


2. Metchnikovella brasili n.sp. 
(fig. E et pl. V, fig. 7-8). 


Habitat : Polyrhabdina brasili C. et 
M. de Spio martlinensis. 

Dans l’anse Saint-Martin, les Polyrh. 
brasili ne renferment jamais les kystes 
si caractéristiques de M. spionis ; leur 
cytoplasme peut présenter pourtant 
des taches claires; ce n'est que l'an 
dernier (1917) que nous avons reconnu 


ane — !, Grégarine parasitée : qu'il s'agit d'une autre espèce de 
HS TS Ant a X 350. —  Metchnikovella. Nous la dédions à la 
D ue 10 mémoire de L. Brasil, dont nous dé- 


plorons la disparilion prématurée, et 
auquel nous avions dédié, en 1914, la grégarine-hôte. 

À l’état frais, on distingue, ou bien des taches claires dans le cytoplasme de 
la grégarine, ou bien un cytoplasme appauvri en granules, dans lequel bai- 
gnent des corps ovoïdes de 10 y sur 5 w, rappelant assez, par leur forme et 
leur réfringence, des spores de Microsporidies. Mais leurs dimensions sont 
relativement grandes, et leur structure (on observe à leur intérieur des élé- 
ments au nombre de 12 environ) ainsi que leur genèse écartent cette sup- 
position et montrent qu'on à affaire à une Melchnikovella à petits kystes. 

On reconnait en effet, en étudiant des grégarines fixées et colorées sur 
froltis de Spio dilacérés, des plages plurinucléées telles que les représente la 
figure 7 (pl. V). Ce sont manifestement des portions de ces plages qui s'in- 
dividualisent, s'entourent d'une membrane épaisse qui ne se laisse plus 
traverser par les colorants. Vers la fin d'un enkystement, on distingue, bien 
isolées dans le cyloplasme, de ces masses dont les dimensions, la forme, 
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le nombre des noyaux, indiquent qu'elles sont des stades prékystiques 
(fig. 8, pk). 

L'infection débute, sans doute, dans la grégarine, par de petites masses 
uninucléées que nous avons observées à plusieurs reprises. 

Par les dimensions de ses kystes, M. brasili se rapproche surtout de la M. 
minima observée par Léger chez un Seenidium ; elle en diffère par la forme 
ovoïde et non cylindrique des kystes. ; 


3. Metchnikovella incurvata C. et M., 1914 (fig. A, 2). 


Habitat : Polyrhabdina pygospionis CG. et M. de Pygospia selicorni:. 

En 1898, dans une boue adhérente à la surface des rochers de la Marette 
(anse Saint-Martin), nous avons rencontré une faune abondante d'Annélides 
(qui a malheureusement disparu depuis), parmi lesquelles un Spionidien, 
Pygospio selicornis. Ce Spionidien était parasité par une grégarine intestinale, 
appartenant au genre Polyrhabdina, voisine de celle des Spio marlinensis, 
mais n’atteignant pas d'aussi grandes dimensions. Les grégarines étaient en 
général extrèmement abondantes dans le tube digestif de l’Annélide. Nous 
y avons rencontré des kystes qui nous ont paru devoir êlre rapportés à 
deux espèces de Metchnikovella : M. incurvata et M. oviformis. 

M. incurvata est caractérisée par des kystes fusiformes, plus larges au 
milieu qu'aux bouts, légèrement incurvés, mesurant 18 à 22 u sur 4y. Les 
parois latérales ne sont pas très épaisses ; mais, aux deux extrémités, existe 
une sorte de bouchon qui a environ 1 w 5 d'épaisseur. Les germes sporaux 
que contiennent ces kystes sont au nombre de 16; 
ils ont une forme ovoïde régulière et mesurent 
environ 1 y de diamètre. Comme chez M. spionis, on 
constate, en écrasant des grégarines infectées, qu'il 
existe des spores directement incluses dans le cyto- 
plasme grégarinien ; elles paraissent donc pouvoir se 
former indépendamment des kystes. 

Des états végétatifs de M. incurvata, nous n'avons 
vu, et seulement sur le frais, que des vacuoles claires 
arrondies, de dimensions variables, réparties dans le 
cytoplasme grégarinien. 


4. Metchnikovella oviformis C. et M., 1914 
(fig. À, 3 et fig. F). 


Fi. F. — Gréga- 
rine parasitée par 
Metchnik.. oviformis 


X 400- 


Habitat : Polyrhabdina pygaspionis C. et M. de Py- 
gospio selicornis. 

Chez un exemplaire de Pygospio selicornis dont les 
grégarines étaient parasilées, nous avons constaté 
que les kystes étaient différents de ceux que nous venons de décrire. 
Ce sont des corps ovoides de 14 p. X 65, donc beaucoup plus trapus que 
les précédents et de forme différente. La paroi est d'une épaisseur uni- 
forme; elle ne présente pas de bouchons polaires. Chaque kyste renferme 
8 germes (fig. À, 3). La figure F ci-contre représente une grégarine bourrée 
de ces kystes. À 
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Nous avons cru devoir créer pour ces kystes une espèce nouvelle, M. ovi- 
formis, différente de M. incurvala. Polyrhabdina pygospionis, comme P. brasili, 
est donc parasitée par 2 espèces distinctes de Metchnikovella. 


5. Metchnikovella nereidis C. et M., 1914 (fig. À, 4). 


Habitat : Lecudina pellucida (K6]1.) Ming. (ou espèce voisine) de Platynereis 
dumerilii. 

En écrasant, en 1898, un némertien trouvé dans la même boue que 
l'Annélide qui héberge les deux espèces précédentes, nous avons vu sortir 
de son tube digestif des grégarines parasitées par une Metchnikovella, en 
mème temps que des débris d’une Nereis dumerilii. Les caractères de la 
grégarine, sa présence constatée chez des N. dum. de la même zone, nous 
ont convaincus que nous avions affaire, non à un parasite des grégarines 
du némertien (dont les sucs digestifs ont d'ailleurs une action dissolvante 
sur les grégarines), mais à un parasite de gré- 
garines de la Nereis. 

Cette grégarine est allongée; elle présente 
une sorte de tête, reliée au reste du corps par 
une région moins large (cou); sur la région 
céphalo-cervicale, on distingue des myonèmes 
transversaux; on observe des mouvements brus- 
ques de flexion de la tête et d'une partie du cou 
à droite et à gauche. Il s’agit d'une espèce du 
genre Lecudina Ming., sans doute voisine de 
l'espèce type L. pellucida (de Nereis cuitrifera), si 
elle ne lui est pas identique. 

Les Melchnikovella de cette grégarine se sont 
présentées sous forme de kystes (fig. A, 4), de 
10-12 u X 4u, moins ovoides et plus fusiformes 
que ceux de M. oviformis, se rapprochant un peu 
des kystes de M. incurvala et présentant, comme 
eux, des épaississements polaires. On distingue, 
à l'intérieur de ces kystes, un certain nombre de 
spores, probablement 8, sur deux rangées. 


: 6. Metchnikovella hessei Mesn., 1915 
FiG. G: — Fragment de 

grégarine parasitée par (Gg. G). 

Melchnik. hessei : n, noyau 


de la grégarine; #, kystes PR RUES RTS LU Pen re 
du parasite X 1250 (d'après Habitat : Monocyltis (? Selenidium) mitis Leidy 


Hesse). de Fridericia polychela. 
Hesse a fait connaître, dans sa thèse de doclo- 
rat ès sciences, entre autres parasites des Mono- 
cystidées -d'Oligochètes, un micro-organisme dont il a observé divers 
stades dans le cytoplasme d'une grégarine d'Oligochète de la Haute-Saône, 

Fridericia polycheta. 

Il identifie cette grégarine avec Monocystlis milis Leidy, trouvée par cet au- 
teur dans le tube digestif d’autres oligochètes, aux États-Unis, en particulier 
Distichopus sylvestris, el pense que la Metchnikovella qu'il observe n’est autre 
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que celle vue en 1882 par le savant américain. En tout cas, d'après les figu- 
res et les descriptions de Hesse (4. ce., p. 48 et 49, fig. X et XI), son Mono- 
cyslis milis nous paraît bien voisin des Selenidium. 

Hesse a observé des stades mono- ou plurinucléés et des kystes. Certaines 
figures font penser à une multiplication mitotique des noyaux. Les kystes 
sont naviculaires comme ceux de M. spionis et renferment également de nom- 
breux noyaux disposés en deux séries parallèles au grand axe du kyste. Le 
noyau de l'hôte n'est pas altéré ; le cytoplasme est absorbé par le parasite, 
mais il ne paraît pas y avoir de réaction de défense. On aperçoit cependant, 
autour des kystes, un amoncellement de petits grains chromatoïdes, qui « sont 
probablement des grains d’excrétion rejetés par le parasite au moment de 
la sporulation » ({. c., pp. 234 et 235). 

Nous reproduisons ci-dessus une des figures de Hesse, qui montre, dans 
le cytoplasme de la grégarine, des corps arqués, en forme de banane, 
mesurant 40-12 w X 3-4 w et dont les spores, figurées sur deux rangées, 
paraissent être, d'une facon assez constante, au nombre de 12. Nous croyons, 
comme Hesse, qu'il s’agit bien d'une Metchnikovella. Nous avions négligé 
de citer cette observation dans 
notre note de 1914; l’un de nous 
a réparé cet oubli dans une ana- 
lyse de la note en question (1) et 
a nommé l'espèce M. hessei. 

Cette espèce, par ses dimen- 
sions et le nombre de ses spores, 
serait surtout à rapprocher de 
M. brasili; par sa forme, de 41. 
selenidii (v. infra). À noter que 
c'est la seule espèce signalée 
jusqu'ici en dehors des Anné- 
lides polychètes et marines. 


71. Metchnikovella 
selenidii Aver., 1908 
(Gg. H). 


Habitat : Selenidium sp. de Fic. H. — Fragment de grégarine para- 
Ophelia limacina (baie de Kola). sitée par Metchnik. selenilii : ñn, noyau de 

Dans un mémoire publié en la grégarine ; m, stade négatif; k, kyste 
russe et que nous n'avions pas du parasite X 700 (d’après Averinzew). 
pu consulter en 1914, Averinzew 
décrit, sous le nom de M. selenidii, un parasite de l'endoplasme de la gré- 
garine du genre Selenidium, rencontrée dans l'intestin d'Ophelia limacina. 
Cette espèce se présente d’abord sous forme de petits corps arrondis 
ou elliptiques. À un stade de développement ultérieur, on a des plas- 
modes filamenteux (rappelant les trainées de M. spionis) el ramifiés, avec un 
grand nombre de noyaux. La division se fait par promitose (cf. divisions des 
Vahlkampfa). Quand on passe à la phase de reproduction, le protoplasme 


(4j Voir Bull. Inst. Pasteur, t. XIII, 1915, note de.la page 359. 
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perd graduellement sa substance chromatique, les noyaux deviennent plus 
gros, s'ordonnent en rangées régulières et le cytoplasme se condense autour 
des noyaux. Les cellules ainsi individualisées copuleraient deux à. deux (les 
figures de l'auteur ne nous paraissent nullement convaincantes) et le para- 
site entier se fragmente et s'enkyste. Chaque cellule du kyste est une spore. 
Une extrémité de la paroi kystique présente un épaississement qui se colore 
avec l'hématoxyline et sert 
de couvercle aux spores. 

La figure H ci-dessus 
montre un fragment de 
crégarine avec un plas- 
mode et deux kystes (l’un 
d'eux laisse voir les spo- 
res) de Melchnikovella. Les 
kystes très arqués, mesu- 
reraient 15-20 w X 71 etren- 
fermeraient 18 à 20 spores 
(? ou 16) elliptiques, de 2u 
de long. 

Le noyau de la gréga- 
rine, conformément à la 
règle, est intact. Pourtant, 
l'auteur a observé un noyau 
rempli de spores du para- 
site (cf. M. spionis). 

Les kystes seraient, au 
moment de la sporulalion 
de la grégarine, contenus 
dans les kystes de celle-ci 
et éliminés avec eux à 
l'extérieur. 


8. Metchnikovella 
minima C.et M., 1914 
(fig. .À,:5 et 8-21); 


Fic. 1. — Stades divers de la mise en boules Habitat : Selenidium cir- 
et de l'éclatement du S$Selenidium parasité par rictuli(R. Lank.)Ming. d'Au- 


Melchnik. minima X 250 (?) (d'après Léger). douin Sp: (probablemerit 


A. tentaculala\. 

‘Nous avons créé cette espèce pour les formations découvertes par Léger 
dans le cytoplasme de grégarines pour lesquelles il a créé le genre Platy- 
cyslis (mais qui doivent être rangées dans les Selenidium de Giard), et qu'il a 
rencontrées dans le tube digestif d'Audouinia (très probablement A. lentacu- 
lala), pèchées à Belle-Isle en mer. Il s’agit sans doute de Selenidium (Poly- 
rhabdind) cirratuli (R. Lank.) Ming. 

Léger a observé des mouvements très vifs de la grégarine parasitée, puis 
sa mise en boule, suivie d’un éclatement de la boule (fig. 1). Les corpuscules, 
ainsi mis en liberté, mesuraient 8 p 70 X 4 pu 30; ils étaient très réfringents, 
avec une paroi épaisse, et renfermaient une vingtaine de granulations. En 
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raison de cette épaisse paroi et de leur forme générale, ces formations nous 
paraissent ètre des Metchnikorella: mais il convient de faire quelques 
réserves en raison de leur petite taille et surtout du nombre des granula- 
tions qui correspondraient à des spores particulièrement petites. 

Brasil et Fantham disent avoir observé des parasites analogues chez les 
Selenidium de Phascolosomes; malheureusement ils se sont bornés à les 
signaler. Pour notre part, nous n'avons jama is observé de kystes chez nos 
parasites de Selenidium (v. infra). 

Quant au phénomène si curieux de la mise en boule, suivie de l'éclate- 
ment de la grégarine, nous l'avons observé aussi chez des Selenidium, mais 
ils étaient parasités par des microbes süre- 
ment d'une autre nature que les Metchnikovella. 


9, Metchnikovella legeri C. et M., 
1914 (fig. À, 6 et fig. J). 


Habitat : Sycia inopinala Lég. d'Andouinia 
lentaculata. 

Nous avons nommé ainsi, la dédiant à 
L. Léger, la Melchnikovella découverte par ce 
savant chez une autre grégarine des Audouinia 
de Belle-Isle en mer. Cette grégarine, que 
Léger a baptisée Sycia inopinala, et qui est 
probablement identique à l'Ulivina elliptica de 
Mingazzini, a des sporadins formés de deux 
parties séparées par une cloison, que Léger a 
assimilées aux protomérite et deutomérite des 
Grégarines tricystidées. 

Léger a décrit, sans en reconnaitre la véri- Fic. J. — Grégarine pa- 
table nature, dans le deutomérite de la gréga-  rasitée par Me/c hnik. logeri 
rine, des formations de 32 pu X 6u (fig. J), ESA LEE, 
assez fortement arquées, à paroi très nette, 
assez épaisse et réfringente, surtout aux deux extrémités, renfermant des 
granulations plus ou moins serrées. Nous avons retrouvé les mêmes forma- 
tions chez des Sycia d'Andouinia tenlaculata de l'anse Saint-Martin. Les 
kystes (fig. A, 6), d’après nos mensurations, auraient 20 à 30 y sur 5 u à Tu; 
les variations de taille sont done assez grandes. Ils sont incurvés comme 
l'indique Léger; à chaque extrémité, on observe un épaississement de la 
paroi comme chez les M. incurvala et nereidis. À l'intérieur, on distingue un 
grand nombre de sphères assez réfringentes; il y en au moins 32, sur 
2 rangs aux extrémités, sur 3 et même plus de rangs au milieu. 

Comme Léger, nous n'avons observé de kystes que dans le deutomérite; 
mais nous avons constaté en plus que, parfois, le protomérite renferme des 
masses irrégulières remplies de corps qui paraissent identiques aux spores 
des kystes. Cette production de spores est donc ici clairement indépendante 
des kystes; suivant que la Mefchnik. évolue dans le deuto- ou le protomérite, 
il y aurait production ou non de kystes. 


12 
[ee] 
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10. Metchnikovella (?) claparedei C. et M., 1914 
(He 2reet. fie. K- 


Habitat : Grégarine (g? sp?) de Phyllodoce sp ? 

Nous avons dit (p.209) que Claparède est, à notre connaissance, le premier 
qui ait observé des Metchnikovella. Il les a vus dans 
une grégarine de forme losangique, trouvée chez une 
Phyllodoce sp? des iles Hébrides. Cette grégarine, 
d'assez grande taille (0 mm. 11), qui serait à revoir, 
est peut-être à rapprocher des Ophioidina, telles que 
O. elongata, qui ont la même forme générale losan- 
gique (extrémité antérieure pointue). 

Les formations, vues par Claparède chez toutes 
les grégarines qu'il a observées et regardées par lui 
comme des spores de la grégarine (pseudo-navicelles), 
sont certainement des kystes de Metchnikovellidi ; 
mais nous ne les classons qu'avec réserves dans le 

Fi. K. — Gréga- genre Melchnikovella, car, d'après la figure de Clapa- 
rine parasitée par  rède, la largeur (sauf au renflement médian qui a pu 
Metchnik. claparedei être exagéré dans le dessin) n’est que le dixième de 
X320.— Acôté,kyste la longueur. L'espèce pourrait donc se rapprocher 
isolé, plus grossi soit des Amphiamblys si réellement les extrémités 
(d'après Claparède). Sont arrondies comme l'indique Claparède, soit même, 

si les extrémités sont en pointe, des Amphiacantha : 
la seule espèce connue parasite une Ophioidina dont nous avons rapproché 
la grégarine de Claparède. En tout cas c'est une espèce à revoir. 


IL — Gexre Amphiamblys C. et M., 1914. 


1. Amphiamblys capitellidis (Metchnikovella c. C. et M., 1897) 
(fig. B, 8). 


Habitat : Ancora sp? de Capilellides giardi. 

Peu après avoir, en 1897, découvert W. spionis, espèce type de notre genre 
Melchnikovella, nous trouvions, chez une Grégarine ‘du tube digestif de 
Capitellides giardi des mares à Lithothamnion de l'anse Saint-Martin), appar- 
tenant au genre Ancora — qui serait propre aux Capitelliens — des forma- 
tions parasitaires qu'il convenait manifestement de rapprocher de M. spionis. 

Ici, les kystes (fig. B, S) se présentent sous forme de longs bâtonnets de 
35-40 p X 2 p 5, légèrement incurvés, avec, au centre de la courbure, un petit 
renflement, plus ou moins reconnaissable, et, aux deux extrémités, des 
parties un peu différenciées, qu'un léger étranglement sépare du reste du 
bâtonnet (fig. 8, en haut). Ces kystes étaient groupés en faisceau parallèle à 
l'axe de la Grégarine. 

On distingue, à l'intérieur des kystes, des corps arrondis (spores) en deux 
rangées, le nombre total paraît être de 32. Nous ne savons si ce sont les 
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spores ou la structure de l'enveloppe kystique qui donnent à certains indi- 
vidus une apparence striée, telle que le représente la figure 8 (en bas). 

Nous n'avons observé ce parasite qu'une fois; mais nous avons pu Com- 
pléter nos observations en étudiant l'espèce voisine, Amph. capilelliæ. 


2, Amphiamblys capitellæ C et M., 1914 
(Het nr 1L10; pl. V, fie. 6). 


Habitat : Grégarine en comète de Capilella capitata. 

Au centre de l'anse Saint-Martin, dans un substratum composé de galets 
cimentés par une boue riche en débris d'algues, on rencontre de nombreuses 
Capitella capitata, dont nous avons décrit autrefois (1) 
les parasites, en particulier une Grégarine en forme 
de comète. L'extrémité antérieure est arrondie et 
l'extrémité postérieure va en s'atténuant. Cette Gréga- 
rine nous parait à rapprocher des Ancora, malgré 
l'absence des appendices latéraux qui donnent Îa 
forme d'ancre; il existe d’ailleurs des types plus 
trapus que notre forme en comète, mais ayant la 
même forme générale et qui présentent des ébauches 
de bras. 

Quoi qu'il en soit, nous avons constaté en 1898 el 
à diverses autres reprises que ces Grégarines en 
comète renferment, comme le représente la figure L, 
des kystes disposés en faisceaux d’un plus ou moins 
grand nombre d'individus. Chacun de ces kystes pré- 
sente la même forme générale que ceux de M. capilel- 
lidis, mais nous n'avons pas noté de petit épaississe- 
ment au centre de la courbure, et les dimensions 
sont un peu plus grandes, 50-60 y X3p. Nous avons Fi. L. — Gréga- 
cru devoir créer une espèce distincte. rine parasitée par 

Nous n'avons pu nous rendre compte du nombre Amphiamblys capi- 
et de la disposition des germes renfermés dans (ete RU Environ 
les kystes. On voit parfois, inclus dans un magma 
granuleux, des espaces clairs, arrondis, sortes de noyaux, au centre desquels 
il y aurait un grain; c'est peut-être un stade de début. Le kyste complète- 
ment mür paraît renfermer, comme dans les autres espèces, des corps 
ovoïdes très réfringents de 3 u X 2 uw; ces corps peuvent aussi se former 
indépendamment des kystes (2). 

Des matériaux recueillis ces dernières années nous ont fait connaître les 
stades végétalifs de cette Metchnikovellidée, qui se traduisent par des 
espaces clairs, au milieu du cytoplasme grégarinien. Les préparations colo- 
rées montrent de nombreux corps arrondis, à contour assez mal limité et 
renfermant une masse chromatique centrale (pl. V, fig. 6). Ces corps sont 


(1) Mesniz et CauLLERY, Comples rendus de la Soc. de Biclogie, t. L, 20 nov. 
1897, p. 1005. 

(2) Nous avions cru observer, anciennement, des germes allongés, acicu- 
laires, de 15 y (M. Chatton y a fait allusion dans une note sur Coccidiaseus 
legeri); mais nos observations ultérieures ne nous ont pas apporté de confir- 
mation. 
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souvent alignés, disposition qui nous paraît en rapport avec la forme en 
bätonnet des kystes. 


En septembre 1905, chez une Ancora sagillala lypique trouvée chez un 
Capitellien du sablon (c'est-à-dire d'habitat différent de l'espèce précé- 
dente) et qui diffère à certains égards de Capilella capitata, nous avons 
observé un faisceau de 25-30 kystes, longs de S0 & sur 3 p 1/2, par consé- 
quent de dimensions supérieures à ceux de M. capitlellæ, mais offrant le 
même aspect (fig. B, 9 c); un seul de ces kystes montrait, au centre de la 
concavité, un petit épaississement. Même à l'immersion, nous n'avons rien 
distingué de net à l'intérieur de ces kystes; on a l'apparence d’une double 
striation losangique, donnant l'impression que les spores sont allongées. 

_ Provisoirement, nous créerons la variété longior de M. capitellæ pour ces 
kystes (1). 


HT. — Gexre Amphiacantha C. et M., 1914. 


Espèce unique : Amphiacantha longa C. et M.. 1914 
(fig. B, 10). 


Habitat : Ophioidina elongata Ming. (ou espèce voisine) de Lumbriconereis 
lingens. 

Cette Melchnikovellidée est d’un type tout à fait particulier, en raison de 
ses kystes, dont les bouts, au lieu d'être arrondis comme chez les Melchni- 
kovella proprement dits ou les Amphiamblys, sont très effilés. Nous avons 
dù créer pour elle un nouveau genre que nous avons appelé Amphiacantha. 

Nous n'avons malheureusement pu étudier cette curieuse espèce qu'à 
l'état frais. Nous ne l’avons observée qu'une fois, le 5 août 1906, parasitant 
les Grégarines d'un Eunicien, Lumbriconereis lingens, de l'anse Saint-Martin. 
Cette Grégarine est assez allongée et ses deux extrémités sont pointues, la 
partie large du corps, où se trouve le noyau, est beaucoup plus voisine de 
l'extrémité antérieure que de la postérieure. Elle rentre dans le genre Ophioi- 
dina Ming., Grégarine monocystidée, dont les limites avec le genre Lecudina 
sont à préciser, et est une espèce voisine de Oph. elongala Ming. de Lum- 
briconereis sp. 

On trouve, dans le cytoplasme des Grégarines parasitées, des fuseaux 
très allongés de 70-80 x X # u 5, généralement droits, mais parfois incurvés 
ou mieux légèrement tordus. On remarque une certaine inégalité de taille de 
ces fuseaux. Les germes contenus à l'intérieur paraissent être en nombre 
variable; dans quelques cas, ils sont très nombreux, plus de 100: 

Une étude cytologique des stades végétatifs eût été très désirable pour 
préciser les affinités de cette Metchnikovellidée, aberrante par ses kystes. 
Mais nous manquons de documents à cet égard; les matériaux que nous 
avions mis de côté ne nous ayant fourni aucune indication en raison de la 
mauvaise conservation du tube digestif de l’annélide. 


(1) Gecconi (Archiv. f. Protistenk.,t. VI, 1905) signale, en note (p. 238) de son 
mémoire sur la grégarine en ancre des Capilella capitala de Naples, l'exis- 
tence d'une Metchnikovella. On peut se demander si les figures 8 et 9 de sa 
planche ne représenteraient pas des stades végétatifs. 
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S IV.— AUTRES PROTISTES PARASITES DE GRÉGARINES 


Nous avons eu l’occasion, dans la partie historique de ce 
mémoire, de montrer qu'il existe d’autres parasiles de grégarines 
que les Metchnikovellidées. Il nous reste à les passer rapidement 
en revue en faisant connaîlre nos observations personnelles. 


1. Microsporintes. — Nous donnons la première place aux 
parasites découverts par Léger et Duboscq chez une grégarine 
de crabe, Frenzelina conformis,elchez une grégarine d’Ascidie, 
Lankesteria ascidiæ ; ils ont rapporté l'un et l'autre protiste aux 
Microsporidies, en se basant sur la structure des spores, dont, 
pour la première espèce au moins, ils ont pu observer le 
filament polaire dévaginé. 

Il est possible que d'autres microsporidies, parasites de gré- 
oarines, aient été vues par miss Porter chez Mesogregarina 
amaroucii d'une autre Ascidie et par Averinzew chez une gré- 
garine de Némertien. Pour notre part, nous ne pensons pas 
avoir rencontré de ces micro-organismes. 


2. Parasite DE Polyrhabdina spionis (?) (pl. V, fig. 9-10). — En 
examinant un frottis coloré du Spionidien du sable, Scolelepis 
ciliala, nous avons constaté que la Pol/yrhabdina (espèce très 
voisine de P. spionis KôlL., parasite de Scolelepis fuliginosa) de 
notre annélide était parasilée ; nous n'avions aucune obser- 
valion sur le frais, et quand nous avons voulu, une autre année, 
combler cette lacune, l’annélide avait disparu de la station. 

La figure 9 donne une idée des formes végétatives du para- 
site. On distingue (i) des grains chromatiques isolés et entourés 
d'une mince couche protoplasmique, sans doute éléments de 
propagation de l'infection dans le cytoplasme de la grégarine, 
et des masses plurinucléées avec cytoplasme assez chromo- 
phileet noyau vésiculeux renfermant un gros caryosome moyen- 
nement chromatique. Tantôt ces masses sont globuleuses, tantôt 
en traînées filamenteuses simples ou ramifiées (lig. 9); la 
chromatine est parfois condensée en une plaque équatoriale. L 

La figure 10 représente une grégarine écrasée, où l'on 
reconnait encore le noyau, et qui est bourrée de corps ovoïdes, 
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de 34 environ de long, qui ont bien pris le colorant (hémalun) 
et qui laissent distinguer à leur intérieur une masse chroma- 
tique, plus ou moins allongée suivant l’axe du parasite. Chez 
une autre grégarine, il existait, en plus de ces pelits corps, 
quelques masses ressemblant aux formes végétalives, mais 
| où la chromatine nucléaire 
était plus condensée et plus 
colorée (fig. 10"). Ces masses 
représentaient sans doule des 
sporontes, par opposition aux 
autres qui seraient des schi- 
zontes. 

Les phases végétatives ne 
sont pas sans rappeler les 
Microsporidies; mais les pe- 
tits corps ovoïdes nous pa- 
raissent différer nettement 
des spores de Microsporidies, 
et rappeler plutôt les Haplo- 
sporidies de la famille des 
Haplosporidiidæ ou des Ber- 
tramiidæ. De nouvelles re- 
cherches sont nécessaires 
pour préciser. 


3. PARASITES  MÜRIFORMES 

F6. M. — 1, Selenidium parasité par pes Selenidium (fig. M). _" 
Bertramia selenidicola X 650 ; — 2, amas N : b z hez 
parasitaire isolé xX 700; — 3, morula OuS, 2YONnS PODSETVE, « CAEZ 
plus grossie (X 1250). les Selenidium du même 
type, de l'intestin de Spio 

martinensis et de Scolelepis fuliginosa (1), deux Spionidiens 
du sable de l’anse Saint-Martin, des inclusions cytoplasmiques, 
allongées transversalement, et tranchant par leur aspect 
homogène sur le fond granuleux constitué par le cytoplasme 
de la grégarine. On reconnaît ainsi, à un faible grossisse- 
ment, l'existence de grégarines parasitées. À un grossisse- 


(4) Cauzceryx et MEsnir, Travaux du Laboratoire de Wimereux, t. VII, 1899, 
p. 88. 
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ment plus fort, et aussi après écrasement du Selenidium, on 
reconnaît que les inclusions sont le plus souvent occupées par 
des amas de petites boules sphériques, disposées en 2 rangées; 
chaque sphère mesure 2 4 5 environ de diamètre et renferme 
un grain central de chromatine (fig. M). 

On a là, somme toute, un aspect qui diffère, par l'absence de 
kystes, des Metchnikovellidées, observées chez d’autres Sele- 
nidium, et qui n’est pas sans rappeler les Bertramia (ordre des 
Ha plosporidies). 

Par mesure d'ordre et d'u une facon tout à fait provisoire, nous 
désignerons ces parasites müriformes sous le nom de Bertramia 
selenidicola. 


4. Parasite pu Selenidium « EN VIRGULE » DE Cirralulus 
cirratus. — Chez le Selenidium de Cirratulus cirratus que nous 
avions appelé autrefois « en virgule » (1), et que nous appel- 
lerons aujourd'hui Se/en. virqula, nous avons lrouvé aussi des 
inclusions parasitaires. Souvent, le cytoplasme de la grégarine 
est rempli de petites boules, isolées les unes des autres, et 
pourvues chacune d’un noyau pariétal. Fréquemment, les boules 
sont alignées en longues files comme dans Metchn.spionis ; mais 
nous n'avons jamais observé de kystes. Nous rapprochons ce 
parasite des précédents. La différence de distribution dans la 
grégarine peut tenir à des causes mécaniques telles que la 
résistance plus grande du cytoplasme à la propagation des 
parasites dans les Selenidium des Spio et Scolelepis, d'où un 
obstacle à la dissémination des éléments parasitaires. Nous ne 
croyons pas qu'il s'agisse là de stades végétatifs de Microspo- 
ridies, car, malgré le grand nombre de Se/enidium de Cirratulus 
parasités vus par nous, nous n'avons jamais observé les spores 
caractéristiques des Microsporidies. 


5. BACTÉRIES (?) PARASITES DES GRÉGARINES. — Nous avons 
noté, dans notre historique, que Hesse et Léger avaient signalé 
des bactéries parasites de grégarines ; il semble que les unes 
détruisent la grégarine, tandis que d’autres sont tolérées. On 
conçoit qu'une culture pure de ces microbes, permettant de 
nous fixer sur leurs affinités, n’ait pu être obtenue. 


(1) Travaux du Laboratoire de Wimereux, L. c., p. 83. 
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C'est aussi aux Bactéries que nous rapportons les infections, 
ou plus exactement les phénomènes pathologiques, que nous 
avons observées chez deux Se/enidium. 

Dans le gravier de la Marette (anse Saint-Martin), vivent des 
Scoloplos mülleri parasités par un Se/enidium. Comme chez 
les Selenidium observés par Léger (v. p. 230), nous avons 
constaté une mise en boule de la grégarine ; on distinguait à 
son intérieur de petits granules animés d’un vif mouvement 
brownien: puis la boule crevait etles petits granules (? bactéries) 
étaient mis en liberté. Une fois, le Se/enidium d'une autre 
annélide, Amplaiglene mediterranea, nous a oftert le mème 
spectacle. Malheureusement, toutes ces observations ont été 
faites à l’état frais ; quand, une autre année, nous avons voulu 
reprendre l'étude de la dégénérescence du Selenidium de Sco- 
loplos, nous avons constaté que ce parasite avait disparu 
complètement. 


Rappelons enfin, pour mémoire, l'énigmatique Hyalosphæra 
gregarinicola de Dogiel et concluons qu'il existe, en dehors des 
Metchnikovellidées, toute une variété de Protistes parasites des 
grégarines, dont la nature a besoin d'être précisée et au sujet 
desquels nous n'avons d’autre prétention ici que d'appeler 
l'attention des chercheurs. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE V 


Toutes les préparations ont été colorées à l'hémalun, généralement suivi 
d'éosine. Dans les figures où le noyau de la grégarine est représenté, il est 
désigné par la lettre n. 


FiG. 1-5. — Melchnikovella spionis C. et M. 


Fic. 1. — Coupe passant par l'axe de la grégarine et montrant les stades 
végétatifs du parasite sous forme de trainées de cellules. G = 820. 


FiG. 2. — Coupe tangentielle d’une grégarine montrant quelques cellules 
parasitaires plus grossies. c, division nucléaire avec plaque équatoriale. 


(GNU 


16. 3. — Fragment de coupe d'une grégarine où certaines trainées para- 
silaires (a) sont doubles. G = 700. 


Fi. 4. — Coupe de grégarine montrant un certain nombre de kystes de 
Metchnikovella. G — 820. 


Fi. 5. — Kyste plus grossi dans lequel on distingue les spores nucléées. 


G=— 417200; 


Fi. 6. — Amphiamblys capitellæ. Grégarine en comète de Capilella capitala, 
observée dans un frottis, avec stades végétatifs du parasite. G — 820. 


Fic. 7-8. — Melchnikovella brasrta. 


F16. 7. — Portion d'une grégarine observée dans un frottis, montrant les 
stades végétatifs du parasite sous forme de plaques mullinucléées. G= 820. 


Fi. 8. — Portion d'une autre grégarine (frottis) avec des kystes (x) non 
colorés et des stades prékystiques (pk; colorés. G = 820. 
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FiG. 9-10. — Parasite indéterminé de la Polyrhabdina spionis 
de Scolelepis ciliala. 


F16. 9, — Stades végétatifs; on remarquera en à des stades initiaux, qu'on 
retrouve également chez les Metchnikovella. G — 820. 


FiG. 9’, — Portion d'un cordon parasilaire montrant des plaques équalo- 
riales. G = 1.050. 


F16. 10. — Grégarine écrasée montrant de nombreuses spores (?) du 
parasile. G = 820. 


F1G. 10’. — Stade ?) prékystique; la chromatine des noyaux est condensée 
au centre et se colore d'une façon intense. G = 700. 
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DIAGNOSE PIGMENTAIRE DU BACILLE PYOCYANIQUE 


par C. GESSARD. 


Dans l’état actuel de la microbiologie l'espèce pyocyanique, 
en lant que productrice de pigments, dont nous connaissons 
jusqu’à quatre, comprend trois variétés subdivisées chacune en 
quatre races. Le présent travail expose cette classification avec 
les faits sur lesquels elle se fonde; 1l peut être utile pour 
authentiquer et classer tout germe présumé pyocyanique. 

Les races et les variétés se caractérisent dans des milieux de 
culture différents. Nous devons d’abord considérer ces milieux : 
le bouillon en preinier, puisqu'on l’emploie toujours le pre- 
mier, sinon le seul trop souvent encore, à l'essai du microbe. 


DU BOUILLON EN GÉNÉRAL 


Le bouillon, d'usage courant pour la séparation sommaire et 
la culture banale des microbes qui n’exigent pas de traitement 
spécial, est d'ordinaire le produit d’une décoction de viande, 
après macération, où l’on ajoute peptone et sel. On est porté 
à croire qu'une composition si complexe répond à tous les 
besoins et que le bouillon ainsi constitué peut être employé 
seul et remplacer les autres milieux. Pourtant il s’en faut bien 
qu'en particulier il assure de facon certaine et constante la 
reconnaissance du bacille pyocyanique, même dans son repré- 
sentant le plus caractéristique, le type de l'espèce, le germe de 
race À de la variété pyocyanogène. Rappelons que ce germe 
possède une double fonction chromogène, c'est-à-dire qu'il fait 
apparaître de la pyocyanine et du pigment vert fluorescent dans 
le milieu qui m'a servi à distinguer les races du bacille pyo- 
cyanique. 

Ce milieu s'obtient par décoction, d’une demi-heure, de 
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viande de bœuf ou de veau mise en eau froide sans macération 
préalable, pour un rendement double du poids de viande et 
sans rien autre que la neutralisation par la soude. Ce n’est non 
plus qu'un bouillon, qu'on dira simple pour le distinguer du 
précédent, mais qui diffère notablement de celui-ci par rapport 
au germe susdit. Tandis qu'il se prête au développement des 
deux fonctions chromogènes, le bouillon, que j'ai mentionné 
d'abord en raison de la faveur qu'on lui garde, exalte trop 
souvent la fonction fluorescigène du bacille au détriment de la 
pyocyanogène, qui peut être totalement anmihilée, auquel cas 
on n'obtient que du vert fluorescent dans la culture, nul indice 
par conséquent qu'il s'agisse de la pyocyanique plutôt que 
d'une quelconque des espèces qui ont cette même fonction 
fluorescigène, commune à un si grand nombre. D'autre part 
dans le bouillon simple [ui-mème, de pareilles équivoques et 
une incertitude pareille résultent des aspects qu'y montrent les 
cultures des deux races où la pyocyanine fait défaut : F, qui n’a 
que la fluorescence; S, qui est sans pigment. On trouve aussi 
que, s'il n'est impropre à aucun des pigments pyocyaniques, le 
bouillon est, comme il est dit plus loin, pratiquement borné 
aux deux pigments que nous avons cités; de plus, la sépa- 
ralion de ceux-ci suivant la technique habituelle est gênée par 
l'alcalinité et la viscosité qu'y développe la culture du microbe. 
Il faut un autre milieu et d’autres données pour déterminer 
sûrement l'espèce pyocyanique. 


DES MILIEUX PEPTONÉS : CARACTÈRES DES VARIÉTÉS 


La peptone est toute désignée pour cet objet. Elle a ce pre- 
mier avantage de ne pas donner de fluorescence même avec le 
germe le plus fluorescigène en bouillon, en quoi elle favorise 
la production des autres pigments. Son état physique ni sa 
réaction n'est sensiblement modifié par la culture; elle n'émul- 
sionne pas, comme le bouillon, le chloroforme qui sert à la 
séparation de la pyocyanine. J'ai reconnu de bonne heure cette 
supériorité de la peptone et j'en ai recommandé l'emploi (1). 


(1) Nouvelles recherches sur le microbe pyocyanique. Ces Annales, t. IV, 
1890, p. S8. 
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Je n'ai aujourd'hui que de meilleures raisons d'y insis- 
ter 

Une culture en peptone doit toujours être faite en parallèle 
avec l'épreuve en bouillon, quel que puisse être le succès de cette 
dernière : car, en plus de la notion de l'espèce, où le bouillon 
peut parfois suffire, la peptone fournit toujours et est seule en 
état de fournir la notion de la variété. Peptone paucréatique 
Defresne en solution aqueuse à 2 p. 100, neutre ou légère- 
ment alcaline, ou cette même solution glycérinée à 10 p. 100 
et solidiliée par la gélose en tube incliné, constituant le réactif 
gélose-peptone glycérinée(1). 

L'ensemencement de ces milieux peptonés, tant liquide que 
solide, donnera lieu, selon la variété du germe pyocyanique, à 
certaines des réactions suivantes. 

Après un temps variable, une coloration bleue ou bleu vert, 
sans fluorescence, apparaît d’abord sous forme de zone à la 
surface de la solution de peptone, puis s'étend peu à peu à tout 
le iquide. Le milieu solide se colore de même progressivement. 
C'est seulement au bout d'un long temps que la coloration 
subit la transformation dont il sera parlé plus loin. Dès lors 
qu'elle est aussi uniformément répandue, favorisant d'autant 
les réactions caractéristiques de la pyocyanine, qui doivent 
toujours être recherchées, elle révèle à première vue la variété 
pyocyanogène, Pe (2), dont on peut dire à plus d’un titre qu'elle 
est la première : étant la variété qui fut connue d'abord et 
seule pendant un assez long temps, à laquelle appartient le 
type de l'espèce (germe faisant pyocyanine et vert fluorescent 
dans le bouillon et pyocyanine dans la peptone), qui s’identifie 
avee l'espèce par la synonymie et qui, accrue en certaines 
facons, fait la base des autres variétés. 

C'est d'autre part une coloration rouge brun d'emblée, pri- 
mitivement en surface, qui envahit progressivement la totalité 
des milieux peptonés et se fonce en brun, atteignant mème le 
noir à la longue. Un traitement par le chloroforme, baltage 
simple durant quelques secondes pour la solution de peptone, 
macération d'une heure au plus pour la masse gélosée, doit 
extraire du bleu de pyocyanine, dissimulé jusque-là sous le 


( 


1) Pour formule et mode de préparation, voir ces Annales, L. V, 1891, p. 78. 
(2) 


Ces Annales, loc. cit., t. IV, 1890. 
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pigment sombre en excès, pour faire reconnaître un germe 
pyocyanique de la variété mélanogène, M (1). 

En troisième lieu ce peut être, dans l’eau peptonée, d'abord 
une coloration jaune, jaune verdâtre, de toute la culture; puis, 
plus ou moins vite suivant l’aération, le jaune passe au rouge 
en débutant par une zone à la surface du liquide où l'air a direc- 
tement accès, et se propageant ensuite à tout le reste. Sur la 
peptone gélosée c’est, en rapport avec les vicissitudes de l’aé- 
ration, des couches de jaune et de rouge entremèlées, jusqu’à 
ce que la masse totale de la gélose, comme par une matura- 
tion de proche en proche, soit devenue uniformément rouge, 
de nuance de vin ou de groseille. Les mêmes traitements chlo- 
roformiques que ci-dessus, respectivement appropriés aux 
milieux liquide et solide, doivent donner le même résultat qu'en 
M, pour qu'il soit permis de conclure à la variété érythrogène, 
E (2), du bacille pyocyanique. 

Ainsi trois germes se distinguent, en culture dans les 
milieux peptonés, par des couleurs aussi tranchées que le bleu, 
le rouge brun foncé et le rouge vif. Ils ont pour propriété 
commune d'y faire de la pyocyanine : exclusivement, dirait-on 
du premier, à défaut d’une observation suffisamment prolongée 
et faute des notions qui seront exposées dans un prochain 
chapitre; en quantité relativement restreinte, à ce qu'il paraît 
pour les deux autres germes, avec qui le chloroforme est 
nécessaire pour déceler dans leurs cultures la pyocyanine, plus 
rare, sous le pigment associé qui la masque. La proportion de 
bleu produite est da reste sans importance. Ce qui importe, 
c'est cette signature de l'espèce dans des cultures d'aspect si 
différent de la culture pyocyanique ordinaire, dont la première 
variété est le type : par quoi se justifie la conception de variétés 
distinctes d’une espèce unique. La peptone, qui révèle ainsi 
l'espèce invariable et identique à elle-même sous cette diversité 
de variétés, en même temps qu’elle rend manifestes ces 
variétés, peut être dile à bon droit le milieu spécilique du 
bacille pyocyanique. 

’ 


(1) Variété mélanogène du bacille pyocyanique. Ces Annales, L. XV, 1901, 
817. 

(2) Variété érylhrogène du bacille pyocyanique. Comples rendus de l'Acad. 

ses SCiences, t. 10;-1917;.p."1071: 
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DU BOUILLON SIMPLE : CARACTÈRES DES RACES. 


Des trois variétés ainsi caractérisées en peptone, comment 
les germes vont-ils se comporter dans le bouillon de la formule 
que J'ai dite? Rappelons d’abord que quatre races y ont été 
constituées, anciennement déjà, au profit de la variété pyocya- 
nogène, qui était alors la seule variété connue (1). 

Le bouillon simple, et nul autre, est propre à la manifesta- 
tion des caractères de ces races : elles diffèrent par les propor- 
tions des deux pigments, pyocyanine et vert fluorescent, que 
ladite variété produit en bouillon. Quant aux variétés mélano- 
gène et érythrogène, venues plus récemment à notre connais- 
sance, leurs germes, depuis une durée déjà longue de passages 
en milieux artificiels, ne donnent pas leurs pigments caracté- 
ristiques dans le bouillon; ils n'y font voir que ces deux mêmes 
pigments, qui leur sont communs avec la variété pyocya- 
nogène, dans les mêmes rapports entre eux que chez celle-ci, 
rapports variés qui, respectivement fixés dans des germes dis- 
tincts et perpétués dans la descendance de ces germes, corres- 
pondent bien à autant de races différentes. Les divisions que 
j'ai marquées pour la première variété sont donc applicables 
aux deux autres. En sorte qu'on peut trouver dans la nature, 
ou réaliser par quelque artifice comme j'ai fait autrefois pour 
la variété Pe, ou voir apparaître dans l’évolution des cultures 
en série, pour ces variétés M et E, les races connues de la 
variété Pe, qui sont, à partir du type le plus complet, la race À, 
qui fait pyocyanine et vert fluorescent: la race P, qui fait pyo- 

-Cyanine sans fluorescence ; la race F, qui fait vert fluorescent 
sans pyocyanine; la race S, qui ne fait ni pyocyanine ni fluo- 
rescence. 

Toutefois la pyocyanine, dans la race P, n’est seule qu'en 
apparence ; en réalité, elle est toujours accompagnée, à défaut 
de la fluorescence verte, du pigment jaune verdâtre, peu per- 
ceptible à l'inspection directe et par suite indifférent pour le 
diagnostic précoce, mais qui prend plus d'importance à mesure 


(1) Des races du bacille pyocyanique. Ces Annales, t. V, 1891, p. 65. 
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que la culture vieillit, et dont il sera plus longuement question 
au chapitre suivant. Les cultures fluorescentes prennent une 
teinte feuille morte en vieillissant ; la culture pyocyanique, une 
coloration rouge, sur laquelle je reviendrai au même chapitre. 
Si, selon l'habitude, on commence par la culture en bouillon 
l'étude du germe à déterminer, c’est, suivant la race, l’un ou 
l’autre des résultats énoncés qu’on obtiendra; or il est évident 
que, seules, les données de A et de P où figure la pyocya- 
nine permettent de prononcer sur l'espèce du microbe. Quant 
au germe de race F, il n’est pas possible, comme J'ai déjà dit, 
sur la seule culture en bouillon, de décider s'il s'agit de 
l'espèce pyocyanique ou de quelque autre de celles qui font 
également de la fluorescence dans ce milieu; et pour le 
germe pyocyanique de race S, l'incertitude est plutôt accrue 
par le nombre infini d'espèces microbiennes sans pigment où 
il se trouve confondu; d’où la nécessité dans ces deux cas, 
pour connaître l'espèce, de faire une culture en peptone. En 
peptone, surtout glycérinée comme est le réactif gélose- 
peptone, tous les germes pyocyaniques, de quelque race qu'ils 
soient et quoi qu'ils fassent conséquemment en bouillon, se 
retrouvent à produire de la pyocyanine; à quelque variété 
aussi qu'ils appartiennent, sous la réserve qu'à fin de preuve, 
avec les autres variétés que la pyocyanogène, le chloroforme sup- 
plée l'observation, insuffisante pour découvrir la pyocyanine 
en quantité réduite et dissimulée. Si, au contraire, on avait 
débuté par la culture en peptone, il s’ensuivrait inversement 
qu'on dût recourir à une culture en bouillon pour connaitre la 
race. Il sera donc expédient de mener toujours parallèlement 
essais en bouillon et en peptone, pour que soient obtenues 
simultanément les notions d'espèce, de variété et de race. 
Espèce et variété auront bien pu f{re révélées par la simple 
inspection des cultures en peptone quand il s’agit de la 
variété pyocyanogène, encore n'en faut-il pas moins faire la 
preuve par l’extraction de la pyocyanine à l'aide du chloro- 
forme. C’est une pratique qui doit entrer dans l'habitude, et qui 
s'impose d'autant mieux qu’on aura constaté les colorations 
imputables aux deux autres variétés. Les pigments spéciaux 
de celles-ci, reconnus en cultures peptonées, ne constituent 
jamais que des présomptions en faveur de l'espèce pyocyani- 
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que, et sur le seul fondement qu'ils n’ont été observés Jusqu'ici 
que chez des représentants de cette espèce. Rien n'autorise 
cependant à exclure l'hypothèse qu'ils se puissent rencontrer 
un jour chez quelque autre : l'exemple du pigment vert fIno- 
rescent commun à plusieurs espèces doit toujours être présent 
à la pensée. 
Pour ce qui est de ce dernier, d'autre part, dans l'occurrence 
d'une fluorescence verte en bouillon, on ne s’en remettra pas 
davantage à la vue seule, si exercée qu'elle puisse ètre, de dis- 
cerner s’il y entre quelque mélange de bleu. Toute culture en 


à 


bouillon passée au vert fluorescent doit ètre soumise à l'essai 
par le chloroforme pour conclure en toute certitude à l’espèce 
pyocyanique, sans préjudice de la culture d'épreuve en peptone, 
parallèlement conduite, dont je répète qu'il faut se faire une 
loi. 


J'ai dit, au début de ce chapitre, qu’en l’état actuel les germes M et E ne 
produisent pas les pigments caractéristiques de leurs variétés dans leurs 
cultures en bouillon. Cependant M. Radais a obtenu dans le bouillon, même 
exempt de peptone, du rouge brun du bacille mélanogène qu'il fut le premier 
à étudier systématiquement (1); j'y ai eu, de mon côté, du rouge de l’éry- 
throgène. C'était, pour chaque cas, dans les cultures de temps le plus rap- 
proché du puisement des germes dans les milieux d'origine, milieux vivants. 
Après un certain nombre de passages dans les milieux artificiels, la culture 
‘en bouillon n'offrait plus trace de ces pigments. C'est ce dernier état que j'ai 
décrit plus haut, comme le plus stable déjà depuis un certain temps, et 
aussi parce qu'il réclame le plus de soin pour le diagnostic pyocyanique, du 
fait que, le bouillon pouvant ne pas donner d'indication d'espèce, la peptone 
ne montre rien de plus que le pigment de la variété en cause, sous quoi il 
faut songer à rechercher expressément le pigment caractéristique de l'espèce. 
Il n'importait pas moins de rappeler dans cette occasion les aspects primitifs 
des cultures : des germes nouveau-venus les pourraient reproduire un jour. 

Aussi bien c'est une notion devenue banale à force d'être rediteet vérifiée 
dans nombre de travaux de microbiologie : on m'y saurait-énoncer un fait, 
encore moins généraliser tant soit peu, qu'on ne dût aussi vite souligner la 
contingence et réserver le caractère conditionnel de phénomènes où concou- 
rent des milliers de ‘vies en évolution perpétuelle. La présente étude en 
apporte dés preuves nouvelles. Par exemple, on vient de ‘voir le bouillon 
susceptible des pigments propres aux variétés, que ma description avait res- 
treints aux milieux peptonés. À l'inverse, cn pourrait constater, en déviation 
du schéma que j'ai tracé des variétés M et E, schéma d'ailleurs conforme à 
une observation réitérée, que de la pyocyanine apparüt en pepione, y accom- 
pagnant ou devançant même les pigments spéciaux, à la vérité pour peu de 
temps seulement. D'autre part, le bouillon de la formule que j'ai tout 


(1) Rapais, Sur une nouvelle race de-bacille pyocyanique. Comptes rendus 
de la Soc. de Biologie, t. XLIX, 1897, p. 808. 
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d'abord écartée ne fait pas nécessairement obstacle à la production de la 
pyocyanine, pas plus que la peptone de la marque que j'ai adoptée ne met 
invariablement à couvert de fluorescence simultanée avec la  yocyanine, 
quand on y cultive la variété Pe. La variabilité du jeu des réactions colorées 
dans nos milieux artificiels s'explique trop bien par la diversité dont la vie 
est capable, alors que la vie n’est pas seulement agissante dans la physiologie 
du microbe, mais qu'elle domine encore la composition de ces milieux, où 
entre, comme dans le bouillon de viande, un produit de la vie; où, comme 
dans la peptone, s'ajoute à celte cause initiale de variation la complication 


d'une opération de chimie biologique et, qui plus est, de pratique indus- 
trielle. 


\ 


DE LA VARIÉTÉ PYOCYANOGÈNE 


Les colorations produites en milieux peptonés par les germes 
des variétés mélanogène et érythrogène ne changent pas sensi- 
blement avec le temps : elles deviennent seulement plus fon- 
cées. 

Au contraire, le bleu de la variété pyocyanogène subit une 
transformation complète. Dans un temps variable avec les con- 
ditions de température et d’aération, le bleu, en peptone 
liquide comme dans la masse gélosée, fait place à un rouge, 
tout à fait comparable au rouge que donne la variété érythro- 


x 


sène. 

Avant tout changement, à la période du bleu uniformément 
réparti et pur en apparence, si, par le traitement chlorofor- 
mique approprié, on dépouille le milieu peptoné soit liquide, 
soit solide, de la pyocyanine qui l’a envahi, l’un et l’autre 
garde une couleur rouge qui doit faire penser que ce rouge 


préexistait, offusqué seulement par le bleu intense et prédo- 
minant. 


q 


Plus tôt, si le même traitement porte sur l'eau peptonée, 
quand la coloration bleue du début de la culture n'y occupe 
encore qu'une zone superficielle, l'extraction par le chloro- 
forme de cette faible quantité de pyocyanine ne laisse subsis- 
ter dans le liquide qu'une teinte jaune verdâtre, mais qui passe 
en quelques heures au rouge connu des cas précédents, seule- 
ment atténué par suite de la dilution plus grande. Jaune et 
rouge, c'est la succession de teintes que nous a montrée la 
variété érythrogène. C'est le mème pigment en effet, celui que 
j'ai décrit jadis, quand il m'apparut dans ces mêmes condi- 
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tions : « troisième pigment, jaune verdâtre, qui passe au rouge 
avec le temps », à quoi il convient d'ajouter pour compléter la 
description : pigment associé dans le bacille pyocyanique nor- 
mal avec la pyocyanine et le vert fluorescent , masqué d’ordi- 
naire par ces deux pigments, et rendu seulement manifeste par 
les circonstances qui les suppriment, comme la nalure du 
milieu de culture : peptone, qui exclut la fluorescence verte; 
comme l'extraction par le chloroforme ou le vieillissement, qui 
atteignent et soustraient la pyocyanine. 

De ce qui précède il résulte donc qu'en dernière analyse la 
variété pyocyanogène, où se rattache le type de l'espèce, ne 
doit pas au pigment spécifique la coloration finale de ses cul- 
tures en peptone et que, du fait que dans celles-ci prédomine 
en dernier le lroisième pigment, ladite variété risque d'être 
confondue avec la variété érythrogène que ce troisième pigment 
caractérise. 

Au moins la confusion n'est pas à craindre au début, qui 
montre le bleu quelque temps stable dans un cas; dans l’autre 
cas, le rouge d'emblée ou de bonne heure substitué au jaune 
verdâälre initial ou à du bleu qui, s’il en apparait dans cette 
culture érythrogène, c'est également pour une courte durée et 
en faible quantité. Plus tard, quand les rouges pourraient être 
confondus, c'est encore le temps qui fixera le diagnostic : le 
temps dans lequel les colorations respectives des cultures des 
deux variétés auront abouti à une sensible égalité de teinte. Le 
procès d’oxydation est en effet de vitesse inégale, qui d’un côté 
développe le pigment rouge à partir du jaune éphémère du début 
etde l’autre côté fait disparaitre le bleu par substitution à la pyo- 
cyanine de son dérivé peroxydé jaune, la pyoxanthose : pyoxan- 
those dont c'est le lieu de dire comment on doit interpréter son 
rôle dans l'effet de couleur total. 

Ce n’est pas substitution pure et simple de sa couleur claire 
au bleu sombre, qui faisait écran au pigment associé. Mais 
vraisemblablement, la pyoxanthose, à l’état naissant, satisfait 
son affinité élective dans le milieu, dont l’alcalinité originale 
na pu que s’accroître avec le développement microbien, et, 
proportionnellement à la quantité de sa combinaison alcaline, 
d'un beau violet, qui aura de la sorte pris naissance, elle peut 
influencer la nuance définitive du rouge des cultures peptonées 
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de la variété pyocyanogène. Ces transformation et combinaison 
des pigments spécifiques dans une culture un peu ancienne 
font comprendre que leur dissolvant de choix, le chloroforme, 
ne décèle d'ordinaire trace d'aucun d'eux, même après une 
macération prolongée avec la gélose rougie. 


Je reproduirai ici (1) les réactions de la pyoxanthose, moins connues et 
moins pratiquées que celles de la pyocyanine; celles-ci se trouveront rappe- 
lées par la même occasion. J'en ferai ensuite (11) l'application à la recherche 
et à la démonstration de la pyoxanthose dans la combinaison où j'ai admis 
qu'elle était engagée et pouvait contribuer à la coloration finale des cultures. 

I. La pyoxanthose s'obtient par oxydation de la pyocyanine. Pour cela, la 
liqueur bleue que le chloroforme a fournie par traitement d'une culture 
procyanique est agitée avec une eau acidulée {à 1 p.100, SO*H?), ce qui met la 
pyocyanine en solution acide, rougie en vertu de la réaction caractéristique 
de ce principe. Cette solution ramenée au bleu par un alcali (NaOH), plutôt 
en léger excès en vue de l'opération qui suit, est doucement chauffée jusqu'à 
ce qu'elle vire au violet: c’est la couleur de réaction aux alcalis de la 
pyoxanthose née de la pyocyanine oxydée par ce traitement. L'addition 
d’un acide (SO‘H?) décolore le violet : le jaune de la proxanthose se voit au 
point d'exacte neutralité de la liqueur, qu'un excès d'acide ferait virer au 
rouge particulier de la réaction de la pyoxanthose aux acides. Jaune ou 
rouge, c'est-à-dire neutre ou acide, la liqueur agitée avec le chloroforme lui 
cède la pyoxanthose jaune, que reprendrait, au contraire, au chloroforme 
une eau alcaline, en reconstituant la solution violette du début. C'est donc 
l'inverse des réactions de la pyocyanine aux dissolvants, laquelle passe, 
comme on à vu, de milieu alcalin en chloroforme, auquel une eau acide la 
reprend, étant assimilable aux bases, alors que la pyoxanthose l'est aux 
acides. 

A propos de ces états successifs, signalons l'adaptation possible à des 
dosages colorimétriques des solutions de pyocyanine, soit bleue dans le chlo- 
roforme, soil rouge, qui a l'avantage d’être plus stable, dans l’eau acidulée, 
celle-ci représentant intégralement le titre de la solution chloroformique 
qu'elle dépouille entièrement de sa pyocyanine. Cependant l'évaporation du 
chloroforme eût d’abord fourni matière à un dosage par pesée en laissant la 
pyocyanine en nature, à l'état cristallisé. 

IT. Une culture de bacille pyocyanique type sur gélose-peptone glycérinée 
datant de dix mois et restée d’un beau rouge, mise à macérer dans du chlo- 
roforme, ne lui a rien cédé au bout de vingt-quatre heures. Le chloroforme 
étant alors décanté, la masse gélosée est mise à digérer dans environ 
15 cent. cubes d'eau, une demi-heure, au bain-marie bouillant. Après cette 
opération, un tiers du produit prélevé, agité avec du chloroforme, ne le 
colore toujours pas. Un second tiers est donc additionné d'acide sulfurique 
jusqu'à titrer 1 p. 100 et subit le mème traitement par la chaleur que précé- 
demment, en même temps que le restant du liquide qui n'a d'addition d'aucune 
sorte et qui sert de témoin. Après quoi, par agitation avec le chloroforme, ce 
dernier échantillon ne donne pas plus de couleur que lors Ju premier essai, 
cependant que la liqueur acide cède au chloroforme de la pyoxanthose jaune, 
libérée de la combinaison qui la retenait jusque-là dans le milieu de culture. 
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DE LA VARIÉTÉ ÉRYTHROGÈNE 


Je me suis conformé à l’ordre chronologique de leur décon- 
verte pour décrire, dans un précédent chapitre, la variété méla- 
nogène entre les variétés pyocyanogène et érythrogène. Cepen- 
dant cette variété se distingue nettement par la production de 
ce pigment rouge brun, souvent foncé jusqu’au noir, que j'ai 
naguère assimilé aux mélanines d’origine diastasique. Ce carae- 
tère lui est particulier et doit la faire mettre à part. Au con- 
traire, tout porte à rapprocher les variétés pyocyanogène et 
érythrogène. Nous venons de voir notamment que le pigment à 
terme d'oxydation rouge, qui marque d’un si vif éclat la variété 
érythrogène, existe et avait été signalé anciennenent dans la 
variété pyocyanogène. Dans l’un et l'autre cas, il est associé au 
pigment caractéristique de l'espèce. 

Il n'y a de différence que de quantité, les proportions de 
pigment rouge et de pyocyanine sont en raison inverse : sui- 
vant la variété, l’un de ces pigments l'emporte sur l’autre, si 
bien qu'il nous à fallu, pour vérifier leur coexistence, recourir 
chaque fois au traitement chloroformique, lequel extrait la pyo- 
cyanine masquée par le pigment rouge dans la variété érythro- 
gène et enlève la masse de bleu sous laquelle le rouge est dissi- 
mulé dans la pyocyanogène. 

C'est un effet de ce balancement qui s’observe fréquemment 
dans les propriétés biologiques, dont la biologie du bacille 
pyocyanique entre autres offre de nombreux exemples. Ce 
balancement, que nous retrouvons ici à l'origine des variétés 
PeetE, nous l'avons déjà vu dans les cultures en bouillon, où, 
s’exerçant entre la pyocyanine et le vert fluorescent, il donnait 
lieu aux races PetF. 

Il y a toutefois cette différence dans le cas des races, qu'à la 
prédominance de l'un des pigments correspond l'abolition com- 
plète de l’autre : pyocyanine est sans mélange de fluorescence 
en P, comme en F fluorescence est sans pyocyanine. 

On remarquera à ce propos que si, par une supériorité exal- 
tée des fonctions mélanogène et érythrogène dans leurs variétés 
respectives, leurs pigments caractéristiques venaient à être pro- 
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duits d'une façon aussi exclusive, la suppression corrélative de 
la production de pyocyanine, pourvu qu’elle fût durable et de 
tous les milieux, aurait pour effet de réaliser ces espèces incon- 
nues Jusqu'ici, dont, au chapitre précédent, j'ai envisagé la 
réalisation éventuelle, réalisation qu'on pourrait attendre aussi 
bien des recherches expérimentales (1) que des conditions natu- 
relles. Mais avant que ces hypothèses se vérifient, nous sommes 
mieux autorisés sans doute à concevoir des suiles autres et dans 
un sens différent du balancement en jeu entre les rapports réci- 
proques des pigments. 

C'est, par exemple, entre les types extrèmes qui montrent 
avec les variétés Pe et E la plus grande inégalité des pigments 
rouge et bleu, une série de types intermédiaires, où des varia- 
tions de sens inverse dans les quantités de chaque pigment 
aboutiraient graduellement à leur moindre différence, sinon à 
leur complète égalité, commune limite des deux variétés. 

De ces types intermédiaires il doit en exister déjà dans nos 
cultures les mieux définies, qui ne sauraient pourtant ètre homo- 
gènes (2), où le procès même de l’évolution vitale, parmi des 
êtres innombrables en pullulation incessante, est forcément 
cause de dérogations individuelles à la formule pigmentaire, qui 
ne traduit jamais que l'action chromogène du germe en nombre 
prédominant. L'isolement sur plaques en permettrait la décou- 
verte et la sélection. 

C'est un de ces types, en tout cas, que les circonstances natu- 
relles ont procuré avec le deuxième échantillon de la variété 
érythrogène venu en ma possession. Le germe a été isolé du 
pus d’une adénite par M. Ph. Lasseur et a été étudié sous sa 
direction au laboratoire de bactériologie de l'École supérieure 
de pharmacie de Nancy par M. Mamelle (3) ; lequel y reconnut 
la variélé érythrogène et voulut bien me le communiquer. Je 

(1) L'expérience vaudrait la peine d'être tentée, dont le succès ne pourrait 
êlre sujet à caution, n'y ayant pas d'autre espèce avec un pigment comparable 
(dans les rouges s'entend); au contraire des microbes du groupe des fluores- 
cents, pour lesquels un semblable essai se pouvait déjà concevoir. (Sur la , 
fonction fluorescigène des microbes. Ces Annales, L. VI, 1892, p. 802, note.) Il 
ne s'agirait en tout cas de rien de moins que de transformations d'espèces. 

(2) E. Wasserzuc, Sur la formation de la matière colorante chez le . 
B. pyocyaneus. Ces Annales, L. 1, 4887, p. 581. 

(3) A. MAMELLE, Observations sur un nouvel échantillon de Bacillus pyo- 


cyaneus erylhrogenes. Comptes rendus de la Soc. de Biologie, t. LXXXI, 1918, 
p- 4437. 
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l'examinerai en parallèle avec le germe sur quoi J'ai fondé cette 
variété. 

Tout d’abord ce point de ressemblance dans le fait, d'ailleurs 
fréquent, dû à la moindre compatibilité du bouillon et de la 
fonction pyocyanogène; celle-ci passe et la fluorescigène sub- 
siste : au cours des cultures de M. Mamelle la race primitive À 
a dégénéré en race F, comme cela élait arrivé dans mes propres 
séries d'expériences. 

Par ailleurs, tandis que mon germe original montre d'abord, 
sur gélose-peptone glycérinée, le mélange de rouge et de 
jaune verdâtre que l’on sait, c’est-à-dire le pigment de la variété 
exclusivement, j'ai constaté avec le nouveau germe, sur le 
mème milieu, du bleu vert associé au rouge dès le début de la 
coloration. Le traitement chloroformique, qui tient compte 
toujours du bleu qui pourrait être dérobé à la vue, appliqué aux 
deux cultures parallèlement conduites, a confirmé la notable 
différence de production de pyocyanine constatée déjà par 
l'observation directe. 11 s'est même rencontré parfois qu'il 
n'apparût d’abord que-‘du bleu vert, où le rouge survenait bien- 
tôt et prédominait à parlir du sommet et des bords de la cou- 
che gélosée, qui sont les parties les mieux aérées. C'était ainsi 
l’ordre mème de succession des couleurs de la variété pyocya- 
nogène. La différence consiste alors, comme je l'ai déjà dit, dans 
la précocité et la rapidité du rougissement, tout en faveur de 
la variété E. ! 

En pareil cas, l'eau peptonée était préférable, pour attester 
la variélé érythrogène, au réactif gélosé, où entre la glycérine, 
particulièrement favorable à la fonction pyocyanogène : la cul- 
ture du nouveau germe y restait jaune verdàtre, sans mélange 
de pyocyanine, jusqu'à ce que se manifeslàt la zone rouge, 
prélude du rougissement général; celui-ci et celle-là deman- 
daient plus de temps à venir avec le germe de Nancy. Mais 
alors, pour réduire les délais où s’achevait la manifestation 
du pigment caractéristique et pour faire marcher de pair les 
germes de Paris et de Nancy, s'offrait à point nommé Île 
milieu dont je n'avais pas encore fait usage, dont aussi bien 
le besoin ne se fait pas sentir avec le prototype de la variélé où 
le pigment pyocyanique n'est pas apparent sur gélose-peptone 
glycérinée. C'est ce mème réactif, la glycérine en étant seule- 
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ment retranchée. Du coup, les deux germes montrent Île 
mélange de jaune verdâtre et de rouge dans les vingt-quatre 
heures au plus, où succède le rougissement total au plus en 
quarante-huit heures. Telles sont les différences au regard de 
ces essais, destrois états du milieu peptoné, qu'il y aurait done 
toujours avantage à essayer concurrem ment. 

Le germe de Nancy est donc un représentant de la variété 
érythrogène, dont la fonction caractéristique est contre-balancée 
par la fonction pyocyanogène ; et, pour si peu que ce soil, encore 
se différencie-t-11 par là du germe que j'ai d'abord étudié, où 
cetie dernière fonction est, au contraire, subordonnée à léry- 
throgène à tel point que son produit n'affecte jamais la vue : le 
type normal de la variété étant ainsi constitué, répétons-le, par 
un germe de race À, c'est-à-dire capable, en fait, de pyocyanine 
dans le bouillon, qui ne donne, à la vue, sur gélose-peptone 
glycérinée que jaune verdâtre et rouge, sans pyocyanine que 
décelable par le chloroforme. 


DE LA VARIÉTÉ MÉLANOGÈNE 


J'ai jadis émis l'hypothèse que le germe pyocyanique de cette 
variété a pu devoir au long séjour qu'il fit dans un organisme 
humain la nouvelle fonction chromogène qu'il nous à fait 
connaître. Ce serait le résultat de conditions qu'on dirait à 
juste titre exceptionnelles, déjà d’après l'observation du cas (1) 
où il s’est produit, encore mieux s'il était avéré, d’autre part, 
que ce germe est toujours le seul représentant de la variété qu'il 
a servi à établir. Quoi qu'il en soit, nul autre germe semblable 
n'est venu en ma possession ni des nombreux correspondants 
à qui je me suis dès longtemps adressé, ni des circonstances 
de ces années dernières, pour fertiles qu’elles fussent en para- 
sitisme pyocyanique des plaies de guerre. 

Quelle place tient cette fonction mélanogène dans la biologie 
du bacille pyocyanique? 'est-elle, conformément à l'hypo- 
thèse susdite, ajoutée aux fonctions du germe normal, dont 
l'expression pigmentaire en milieux peptonés est, eomme on 


(1) Dr Cassis, Observation d'un sujet chez qui fut trouvé le bacille pyocya- 
nique mélanogène. Ces Annales, t. XVI, 1902, p. 327. 
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sait, pyocyanine et pigment rouge ; Ou, venue en concurrence, 
pour ainsi dire, dans l'association primitive des fonctions pyo- 
cyanogène et érythrogène, s’est-elle substituée à cette dernière 
pour donner la variante mélano-pyocyanique à la formule 
érythro-pyocyanique du rendement pigmentaire habituel dans 
ces milieux? La question n’est pas facile à résoudre. Je n'ai 
toujours à ma disposition, je répète, qu'un descendant du germe 
rencontré dans les conditions particulières que j'ai publiées. I 
va mème nous fournir, en passant, un bon exemple des varia- 
tions qu'imprime aux fonctions m'crobiennes une série pro- 
longée de cultures dans nos milieux de laboratoire. 

C'est, à l’origine, le germe dont, pendant trois mois de cul- 
ture en milieux artificiels divers, y ecmpris le bouillon simple, 
M. Radais n'obtient, en dehors du pigment brun, que de la 
fluorescence verte sans trace de pyocyanine. La pyocyanine 
apparut au bout de ce temps en bouillon peptoné; mais la colo- 
ration brune finissait toujours par absorber les autres pigments 
dans le bouillon aussi bien que dans les autres milieux. Au 
contraire, l'échantillon provenant de [a même origine, que 
j'étudiai un peu plus tard à l'Institut Pasteur de Lille, ne 
donnait plus le nouveau pigment qu'en peptone; en bouillon. 
simple il ne se distinguait pas du bacille pyocyanique ordinaire, 
et ne faisait donc que pyocyanine et fluorescence verte, comme 
étant de race A. Actuellement, le germe de la mème descen- 
dance, conservé dans les collections de l’Institut Pasteur de 
Paris et auquel je suis aujourd'hui réduit, ne donne plus en 
bouillon ni fluorescence ni pyocyanine, dégénéré en race $ 
désormais. Sur gélose-peptonée glycérinée du bleu reparait en 
revanche, empiétant sur le brun; et c'est proprement un type 
mixte à qui nous avons affaire, intermédiaire aux variétés M 
et Pe, comme s’est montré, dans la variété érythrogène, le 
germe de Naney, intermédiaire à E et Pe. 

Cette production de bleu prouve, ce qui ne faisait pas autre- 
ment besoin, que le milieu est conforme, et donc que nous 
y pourrions trouver du pigment rouge mélangé au bleu, s'il 
était dans les moyens du microbe. Seulement, après que la 
pyocyanine a été soustraite par le chloroforme, nous restons en 
présence d’une masse brune, où du rouge peut être mélangé, 
sans que, faute d'un dissolvant électif, comme est le chloro- 
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forme pour la pyocyanine, nous puissions faire le départ de 
l'un et l’autre pigment. D’en autre côté, comme nous l'avons 
déjà vu à propos de la variété érylhrogène, nous constatons 
encore cette fois que la gélose-peptone sans glycérine assure la 
production, sans mélange de pyocyanine, du pigment inhérent 
à la variété. Mais cela ne facilite pas davantage la découverte 
du rouge qui pourrait y être mêlé. La solution de cette ques- 
tion doit done être renvoyée à la rencontre éventuelle d'un 
germe où les pigments seraient différemment répartis, que nous 
sommes en droit d'attendre du hasard des circonstances exté- 
rieures, sinon de la sélection dans les cultures mêmes du 
germe dont nous disposons. De l’une ou de l’autre provenance 
nous pouvons tout de même présumer, sans souci exagéré de 
symétrie, simplement d’après ce que nous avons vu déjà, qu'un 
germe se trouve quelque jour, qui soit à la variété mélanogène 
ce qu'est au regard de l’érythrogène le bacille pyocyanique 
ordinaire, qui fournirait dès lors le lype d’une nouvelle variété 
pyocyanogène, celle-ci à aboutissant mélanique sur gélose- 
peptone glycérinée, de la mème façon et par le même méca- 
nisme que nous y voyons l’aboutissant rouge de l'unique variété 
_Pyocyanogène qui soit encore connue Eh} 


RÉSUMÉ 


Nous connaissons actuellement quatre pigments produits par 
‘ le bacille pyocyanique : 

le pigment bleu (pyocyanine de Fordos) qui lui appartient 
en propre, nécessaire et suffisant pour authentiquer l'espèce; 

le pigment vert fluorescent, sans valeur diagnostique, étant 
produit par beaucoup d’autres espèces; + 

le pigment jaune verdâtre, à terme d'oxydalion rouge; 

le pigment rouge brur, mélanique; ces deux derniers pig- 
ments ne s'étant encore rencontrés que dans des cultures de 
cermes pyocyaniques, mais insuffisants, à eux seuls, pour faire 
conclure à cette espèce. 


(1) Pe étant'altribué à la variété pyocyano-érythrique actuellement connue 
désignerait Pm pour la notation de la variété pyocyano-mélanique encore 
hypolhétique. 
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Les rapports de ces pigments avec les milieux sont les sui- 
vants, les germes de la race A pris pour étalons et pour repré- 
senler, dans chaque variété, le type pigmentaire : 

la pyocyanine et le vert fluorescent vont avec le bouillon, eu 
égard aux qualités actuelles des germes, sinon à la nature du 
bouillon que nous avons vu qui se prête aux quatre pigments; 

la pyocyanine, les pigments rouge et rouge brun, avec les 
milieux peptonés. 


L'isolement des pigments par la culture s'obtient : 

pour le vert fluorescent, en ensemençant en bouillon un 
germe de race F, de quelque variété qu'il soit; 

pour la pyocyanine, en ensemençant en eau peptonée, et 
encore mieux sur gélose-peptone glycérinée, un germe de la 
variété Pe, à quelque race qu'il appartienne; 

pour les pigments rouge et rouge brun, en ensemençant en 
milieu peptoné, liquide ou solide, la glycérine dûment exclue, 
des germes des variétés E et M. 


Quant à la répartition des pigments entre les variétés : 

le vert fluorescent appartient aux trois variétés, produit dans 
le bouillon par ensemencement de germes de leurs races 
AetF: 

la pyocyanine, aux trois également, produite : dans le 
bouillon, par les germes de leurs races A et P; sur la gélose- 
peptone glycérinée, par un germe quelconque des trois variétés 
qui y donnent en mème temps leurs pigments caractéristiques 
respectifs ; 

le rouge brun, mélanique, appartient exclusivement à la 
variété mélanogène, M: 

la pyocyanine et le pigment rouge prédominenti respective- 
ment dans les variétés pyocyanogène, Pe, et érythrogène, E, où 
ils coexistent en proportions inverses,. 


Les variétés étant ainsi toutes fondées sur des couples pigmen- 
taires, on en aurait l'expression adéquate dans les formules 
binaires, avec le pigment principal en premier terme, corres- 
pondant, comme ci-après, aux dénominations en usage : 

Pyocyano-érythrique à Pyocyanogène; 

19 
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Erythro-pyocyanique à Erythrogène ; 

Mélano-pyocyanique à Mélanogène ; 

Pyocyano-mélanique se peut pressentir, dont le type ne s’est 
pas encore rencontré. 


Pyocyanine el pigment vert fluorescent manilestés, comme 
on à vu, en bouillon, y donnent lieu, suivant l'alternative, aux 
races : 

À, par l'association des deux pigments; 

P, par pyocyanine sans fluorescence ; 

F, par fluorescence sans pyocyanine ; 

S, par défaut de l’un et l’autre pigment : 
lesquelles races, reportées en milieu peptoné, ont toutes quatre 
la propriété d'y faire de la pyocyanine. 


En résumé, de façon schématique, on peut dire : le bouillon 
révèle sûrement la race, éventuellement la variété et l'espèce; 
la peptone, sûrement la variété, et le plus souvent l'espèce; la 
peptone glycérinée, sûrement l'espèce et aussi la variété. 


L'individualité de tout germe pyocyanique avec les propriétés 
inhérentes peut être représentée par ses deux lettres initiales 
de race et de variété, celle-ci exprimée la première, comme 
dans les exemples suivants : 

PeA, pour le germe de race A de la variété pyocyanogène Pe : 
correspond à pyocyanine en peptone, pyocyanine et vert 
fluorescent en bouillon; c’est, dans la race-type, le type de 
l'espèce et de la variété pyocyaniques et, comme il a été le 
premier, encore le plus souvent rencontré des germes pyocyani- 
ques: 

MA, EA, races-types des variétés M et E, types pigmentaires 
de ces variétés, d’après quoi elles ont été décrites; 

MS, germe de race S de la variété mélanogène, M : signifie 
rouge brun en peptone, ni pyocyanine ni fluorescence en 
bouillon; c'est le terme où a été réduit, par dégradation pro- 
gressive à travers les vicissitudes des reports et passages, le 
prototype de la variété, de race À lors de sa découverte. La 
pyocyanine, pour authentiquer l'espèce, ne s'y peut recunnaître 
que par le traitement chloroformique de sa culture peptonée ; 
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EF, race F de la variété érythrogène, E : implique pigment 
rouge en peptone, fluorescence verte en bouillon; c'est la race 
en laquelle a dégénéré, sous mes yeux, le premier échantillon 
qui s'offrit à mon étude, alors de race A, comme il convenait 
pour établir le type pigmentaire de la nouvelle variété; 

PeP, pyocyanogène de variété et de race, qui ne montre que 
du bieu tant dans le bouillon que dans la peptone, réserve 
faite du rouge au terme du vieillissement, que nous savons 
interpréter désormais : s’est rencontré assez souvent depuis 
que mes premières recherches en ont été favorisées el que je 
l'ai par la suite réalisé expérimentalement aux dépens de PeA. 
Relativement à ce pyocyanogène strict un fait est à noter, 
parce qu'il contraste avec les cas de dégénérescence pigmen- 
taire rapportés ci-dessus et qu'il offre quelque intérèt pour la 
facon dont on peut concevoir l'évolution des fonctions chro- 
mogènes dans l'espèce pyocyanique (1) : c'est que ce germe, 
ainsi restreint par artifice à la seule fonction pyocyanogène en 
bouillon, s’est conservé avec cette propriété intacte depuis 
vingt-sept ans dans les collections de l'Institut Pasteur. 


D'autres milieux que le bouillon et la peptone sont propres 
aux réactions caractéristiques des divers germes pyocyaniques : 
ils pourraient servir à confirmer le diagnostic: ils vaudraient 
moins pour l'établir. Au surplus le diagnostic est acquis, pour 
l'espèce, pour la variété et pour la “ace, dès les cultures en 
bouillon et en peptone, et aussitôt que possible, si l'on y a fait 
les ensemencements simultanés, comme je conseille ; en même 
temps que, par l'emploi séparé de la peptone et du bouillon 
est effectuée une première séparation des pigments pyocyani- 
ques. Les autres milieux ne procureraient d'indication ni si 
nette n1 si rapide; ils ne nous eussent pas offert de particu- 
larité nouvelle; j'en ai dit l'essentiel en temps voulu, où je 
n'avais rien à ajouter. À dessein d’ailleurs j'ai borné cet exposé 
aux moyens les plus simples, intentionnellement aussi réduits 
au moindre nombre, qui n’ont pas laissé de donner quelques 


(1) Essai sur la biologie du bacille pyocyanique. Ces Annales, &. XVI, 1902, 
D2949: 
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résultats et qui doivent permeltre de les reproduire. Or c’est 
la séparalion d'autres produits microbiens que les pigments 
qui, vraisemblablement, s'obtiendrait par des moyens ana- 
logues, et la biologie d'autres espèces microbiennes que 
l'espèce pyocyanique pourrait sans doute profiter également 
de l'application, pourvu qu’elle fût suivie, de techniques 
même aussi élémentaires. 


RECHERCHES SUR LES ANTIGÈNES 
MÉNINGOCOCCIQUES ET GONOCOCCIQUES 


par MNICOLLE;.C:JOUAN et E. DEBAINS. 


Les méningocoques et les gonocoques se ressemblent, comme 
on le sait, quant à leur forme, à leurs dimensions et à leur 
absence de colorabilité par la méthode de Gram : ils sont vrai- 
ment indiscernables. Ils peuvent déterminer, chez l'homme, 
des manifestations identiques. Leur virulence, pour les ani- 
maux, nulle en ce qui concerne les gonocoques, se tient « à la 
limite » avec les méningocoques. Le gonocoque infecte aisé- 
ment l'urètre humain, le méningocoque point (Zupnik). Le 
méningocoque {pe fait fermenter le maltose et Le glucose, le 
gonocoque fype, le glucose seul. Ajoutons, d'après nos recher- 
ches, que le méningocoque, isolé sur la gélosé-sérum (for- 
molé), se développe ensuite abondamment sur la gélose T, 
landis que le gonocoque, isolé sur la gélose-ascite, pousse 
ensuile très bien sur la gélose-sérum (formolé), mais ne 
donne aucune culture sur la gélose T. 

Quelles sont, maintenant, les ressemblances et les diffé- 
rences des deux espèces microbiennes, quant à leurs « carac- 
tères antigènes »? Les phénomènes d’agglutination et de fixa- 
tion (méthode Bordet-Gengou) vont nous les indiquer. 


AGGLUTINATION 


SÉRUMS ÉTUDIÉS. — Nous avons employé : un sérum antimé- 
ningococcique du type A (MA 1), un sérum du type B (MB1), 
deux sérums du type C (MC 1, MC 2) et un sérum antigonococ- 
cique (G 1). D’autres sérums antigonococciques (G 2, G3) se 
comporlent, vis-à-vis des gonocoques, comme le sérum G 1; 
nous ne connaissons donc, actuellement, qu'un seul « type 
antigène », chez ce genre de bactéries. 


0 
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Tous nos sérums, fournis par les chevaux, jouissent de pro- 
priétés thérapeutiques (y compris le sérum G 1). Les sérums 
MA 1, MB1, MCI nous servent, en plus, de réactifs, pour 
l'identification des méningocoques. 

(Inutile de faire remarquer que les sérums MA 1, MB 1... 
ont été obtenus avec les échantillons MA 1, MB 1...) 


ÉcHanriLLoxs Éruniés. — Deux méningocoques du type A, 
deux du type B, deux du type C et 10 gonocoques (la plupart 
dus à l'obligeance de notre ami Demonchy). 


FecaniQue suivIE. — On émulsionne les germes, dans la 
solution physiologique (NaCI 1 p. 100), à raison de 1 centigr. 
de microbes par 20 cent. cubes de cette solution. Il convient 
d'employer des cultures jeunes, sur gélose-sérum (formolé) 
pour les gonocoques et sur gélose T pour les méningocoques. 
La préparation des deux géloses se trouve indiquée dans un 
travail antérieur, consacré aux méningocoques (1). 

Les émulsions ont été étudiées, comparativement, telles 
quelles et après traitement par l'acide chlorhydrique (méthode 
de Porges). | 


Méthode de Porges (modifiée par ‘nous). — On ajoute, à 20 cent. cubes 
d'émulsion, 1/10 de centimètre cube d'HCI normal; on plonge 5 minutes 
dans l’eau bouillante; on refroidit sous un courant d'eau et on neutralise 
avec 1/10 de centimètre cube de NaOH normale. 


Pour réaliser l’agglutination, on verse 1 cent. cube d'émul- 
sion (telle quelle ou traitée par HCI) dans une série de tubes 
et on ajoute, respectivement : 1/20, 1/50... 1/100; 1/200... et 
même, au besoin, 1/1.000, 1/2.000 cent. cube de chaque sérum 
étudié. On agite quelques instants (après avoir bouché à la 
ouate), en inclinant et redressant les tubes alternativement, 
puis on lit. On abandonne ensuite les tubes pendant vingt- 
quatre heures (température ordinaire) et on fait une seconde 
lecture, laquelle donne parfois des valeurs légèrement supé- 
rieures aux premières, mais jamais de véritables surprises. 


REmArQuUE. — Le sérum équin normal s’est loujours montré inaclif vis-à-vis 
des émulsions, naturelles ou modifiées. 


1) Ces Annales, avril 1918. 
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RésucrarTs OBTENUS. — Ils sont consignés dans les tableaux I 
etIl; en voici le résumé. 

Émulsions telles quelles. — Les méningocoques de chaque 
type ne sont sensibles qu'au sérum homologue, comme nous 
l’avions déjà montré; le sérum antigonococcique ne les agglu- 
tine point; il »'agit pas davantage sur les gonocoques. Donc : 
diagnostic facile, pratiquement, entre les méningocoques et les 
gonocoques. 

Émulsions traitées par HCI. — Les méningocoques, soumis 
à la méthode de Porges, perdent leur agglutinabilité par les 
sérums MAT et MB1 (exception unique : le méningocoque 
MA 2, dont l’antigène À se montre exceptionnellement résis- 
tant). Par contre, ils deviennent fous sensibles au sérum anti- 
gonococcique. 


Signification des lettres employées dans les tableaux. 


Y. 1/20 cent. cube. C. 1/500 cent. cube. 
Z. 1/50 - D. 1/1.000 2 
A. 1/00  — | E. 172.000  — 
B. 1/200 = 
TABLEAU 1. — Pouvoir agglutinant des sérums 


sur les émulsions fraîches. 


SÉRUMS 
ÉCHANTILLONS 


MB 1 


MB" 

MCE 

MC 2. . RS dr re ui 

G1, G2, G3/G4, 1G5, G6, Gi, |: 
G8, G9, G40 


Le sérum MC1 les agglutine également tous. L'acide chlor- 
hydrique « démasque » donc un antigène gonococcique chez 
O le] 


è 
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MA 1, MA2, MB1 et MB2. Il le démasque aussi chez MC et 
MC 2, car, s'il agissait d'une simple conservation de l’antigène 
méningococcique GC, le sérum MC2, actif sur MC et MC2 
non modifiés, devrait encore les agglutiner après traitement 
chlorhydrique, ce qui n’a pas lieu. 

Les gonocoques, soumis au procédé de Porges, deviennent 


TagLeau II. — Pouvoir agglutinant des sérums sur les émulsions 
traitées par HCI. 


SÉRUMS 
ÉCHANTILLONS TS 


MC 1 MC 2 G1 


N | to 


N\>l>|>|n)> 


N 


œ 


SN A A = 


régulièrement agglutinables par les sérums G 1 et MC1, éven- 
tuellement par le sérum MB1, exceptionnellement par le 
sérum MC 2. 

En utilisant, comme réactifs, les sérums MA 1, MB1 et MC?, 
il serait donc aisé de distinquer les méningocoques des gono- 
coques, puisque les premiers perdent, dans la règle, leur agglu- 


PR 
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tinabilité spécifique après traitement chlorhydrique, tandis que 
les seconds l'acquièrent. 


INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS, 


Les méningocoques, comme les gonocoques, contiennent 
tous l'antigène gonococeique (G 1); le méningocoque MC le 
contient même assez abondamment, puisqu'il engendre une 
agglutinine du type G1. Le méningocoque MB 1 contient un 
nouvel antigène, que nous appellerons, provisoirement, anti- 
gène x, afin de ne pas préjuger de sa signification et qui lui 
est commun avec certains gonocoques (16 et G3). Pour éta- 
blir l'autonomie de cet antigène, il faut démontrer que les 
elfets du sérum MB 1 relèvent d’une agglutinine x et non de 
l'agglutinine G 1. S'il s'agissait de cette dernière, on devrail 
observer l’agglomération du gonocoque G7, aussi sensible que 
le gonocoque G6 au sérum G1 et l'absence d'agglomération 
du gonocoque G 9, bien moins sensible. Or c'est l'inverse qui 
apparaît. Ajoutons que le méningocoque MC2 ne contient 
guère plus d’antigène G 1 que les échantillons MAI, MA 2, 
MB 1 et MB2. é 


FIXATION 
SéRuMS ÉTUDIÉS. — Les mêmes que tout à l'heure. 
ÉcHanTILLONS Érupiés. — Les six méningocoques déjà men- 


tionnés et les six premiers gonocoques. 


Tecunique suivie. — Les émulsions sont bouillies pendant 
cinq minutes, puis refroidies. On en verse 1 cent. cube dans 
une série de tubes et on ajoute des quantités décroissantes de 
chaque sérum spécifique, à partir de 1/100 cent. cube. On fait 
deux témoins, avec du sérum équin normal (1/100 et 1/200 cent. 
cube), etc. ; nous renvoyons, pour les détails, assez nombreux, 
au travail déjà cité. 


Résucrars oBTENUS. — Ils sont consignés dans le tableau HIT, 
dont voici le résumé. 
Les méningocoques de chaque type fixent le complément, 
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soit exclusivement, soit d'une facon dominante, en présence du 
sérum homologue, comme nous l'avons indiqué ailleurs. Ils 
fixent, tous, le complément, en présence du sérum antigono- 
coccique. 

Les gonocoques fixent toujours le complément, en présence 
du sérum antigonococcique et, inconstamment, en présence 
des sérums MA 1, MB et MC1. 

La réaction de Bordet-Gengou ne permet donc pas de recon- 
naître sans plus un méningocoque d'un gonocoque; le diagnostic 
précis (espèce; et type, pour le méningocoque) demeure: aléa- 
toire et exige des manipulations aussi délicates que compli- 
quées, auxquelles il vaut mieux renoncer. 


INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS. 


Rappelons que, selon nous, les anticorps qui interviennent dans là réac 
tion de Bordet-Gengou ne sont autres que les bactériolysines. Chaque anti- 
gène microbien détermine, habituellement, la production de lysines et 
d'agglutinines, également spécifiques. 


Tagceau III. — Pouvoir fixateur, en présence des sérums, 
des émulsions bouillies 5 minutes. 


SÉRUMS 
Me : es TE 
ECHANTILLONS 


MB 1! MC 1 


A 
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Par l'agglutination et la fixation réunies, on peut donc réaliser l’« analyse 
antigène » d'un microbe, comme nous l'avons déjà montré. 


Les méningocoques, comme les genocoques, contiennent, 
tous, l’antigène gonococeique (G 1); le méningocoque MC le 
contient moins abondamment que les gonocoques, puisque le 
sérum MC 1 n'agit pas régulièrement sur ceux-ci. Donc : aucune 
contradiction entre les SA ltafe de l’agglutination et ceux de 
l'épreuve Bordet-Gengou. Le méningocoque MBT contient 
« toujours » l'antigène x, nouvelle concordance entre nos deux 
séries de recherches. Le méningocoque MA 1 montre un nouvel 
antigène, que nous appellerons, provisoirement, an/igène y et 
qui lui est commun avec certains gonocoques (G 1 et G 4); la 
lysine y diffère incontestablement de la /ysine x, puisqu'elle 
n'agit pas sur les mêmes germes (inutile de chercher d'autres 
preuves) ; l'antigène y engendre plus facilement une Iysine 
qu'une agglutinine. 


CONCLUSIONS 


L'agqlutination, pratiquée sur des émulsions non modifiées, 
permet de reconnattre aisément les méningocoques, toujours 
sensibles aux sérums antiméningococciques (et insensibles au 
sérum antigonococcique), des gonocoques, toujours insensibles 
au sérum antigonococcique (et, bien entendu, aux sérums anti- 
méningococciques). [Rappelons que chaque type de méningo- 
coque n'est aggloméré, habituellement, que par le sérum de 
même catégorie; lorsque d’autres sérums antiméningococ- 
ciques agissent, éventuellement, sur lui, ils ne le font que sous 
un volume très supérieur |. 

La méthode de Porges, qui rend, dans la règle, les méningo- 
coques insensibles vis-à-vis de leurs agqlutinines spécifiques 
(A, Bet C), confère, inversement, aux gonocoques une parfaite 
sensibilité vis-à-vis de l'agglutinine homologue.  Diflérence 
importante entre les deux espèces microbiennes, si voisines 


sous bien des rapports. La restitution de l'agglutinabilité (1) 


(1) M. Nicozze, C. Jouax et E. Drgains; Comples rendus de la Soc. de Biologie, 
12 octobre 1918. 
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offre non seulement un haut intérêt théorique, mais encore 
des avantages pratiques immédiats : pour la séro-identification 
des gonocoques. et, éventuellement, de leurs races: pour le 
séro-diagnostic des infections gonococciques (comme nous 
avons pu nous en convaincre, dans un cas de salpingite). 

La méthode de Porges rend ‘yjalement les méningocoques 
sensibles à l'agqlutinine gonococcique, que contiennent le sérum 
antigonococcique et un sérum antiméningococcique du type C 
(sérum MC1). Elle démontre, enfin, l'existence d'un antigène 
nouveau, Commun au méningocoque MB 1 et à certains gono- 
coques. 

La méthode Bordet-Gengou confirme les résultats fournis 
par l’agglutination, mais elle n'est d'aucun secours pour le 
diagnostic différentiel entre les méningocoques et les gonoco- 
ques. Elle met en évidence le nouvel antigène déjà signalé et 
un second, commun au méningocoque MA1 et à certains 
gonocoques. 

Les méningocoques et les jonocoques possèdent donc des anti- 
gènes communs, fait déjà signalé. Deux de ces antigènes (C1 et 
z) n'ont été révélés, par la réaction agglutinante, que chez les 
gonocoques soumis au procédé de Porges (le sérum de chevaux 
immunisés élant pris comme réactif). /! semble donc que les 
anligènes, contenus dans les gonocoques, offrent un « état phy- 
sique » particulier, qui oblige à les démasquer lors de l'agqlu- 
hination. Cet état est-il constant? La suite de nos recherches 
le montrera. Nous avons trouvé que certains pneumocoques 
des types L'et IT et wn grand nombre de pneumocoques du 
type IT (1) ne s’agglutinent qu'après traitement chlorhydrique. 
Ici l «état physique » de l’antigène varie selon les échantil- 
lons, les autres caractères du mierobe demeurant les mêmes 
ou variant indépendamment. 

Existe-t-il des gonocoques d'un type différent de celui que 
nous avons observé jusqu'ici (type G1, si l'on veut)? Cela est 
fort probable et il ne faudrait pas s'étonner de rencontrer des 
échantillons où dominent les antigènes x ou y. 


(4) Nous adoptons, provisoirement, la classification des auteurs améri- 
cains, sur laquelle nous présenterons, plus tard, certaines remarques. 


ESSAIS DE SÉROTHÉRAPIE 
D'UNE AFFECTION MYCOSIQUE CHRONIQUE 


(LYMPHANGITE ÉPIZOOTIQUE DES SOLIPÈDES) 


par L. NËGRE et A. BOQUET 


Institut Pasteur d'Algérie et Centre militaire de recherches (Ecole d'Alfort). 


Au cours de l’année 1917, nous avons fait quelques essais 
thérapeutiques, malheureusement interrompus, avec un sérum 
antilevure provenant d'un mouton traité par des injections de 
doses croissantes de cultures de levures non pathogènes 
(Saccharomyces ellipsoïdeus). 

Des résultats intéressants furent observés. Toutefois, phéno- 
mène spécifique ou accident sérique, un des chevaux traités 
par des injections de fortes doses (40 à 80 cent. cubes) de ce 
sérum, répétées tous les deux ou trois Jours, devint, en une 
semaine, cachectique à tel point, après avoir présenté une 
amélioration de ses lésions, qu'il dut être dirigé sur un clos 
d'équarrissage. 

Latour (4) a exposé récemment les bons résultats qu'il a 
obtenus en traitant un certain nombre d'animaux cryptoccocci- 
ques par du sérum de cheval guéri. [l assure que le nombre des 
succès dépasse 75 p. 100 et il préconise les doses massives, 
150 cent. cubes tous les quatre ou cinq jours en injections 
sous-cutanées. 

Les essais d’un sérum anticryptococcique que nous exposons 
dans la suite ne confirment pas toutes les conclusions de cet 
expérimentateur. Le labeur de plusieurs années ne nous à pas 
encore fait connaître le remède héroïque de la Iymphangite 
épizootique, dont la découverte fut si souvent annoncée. Le 
résultat de nos études est beaucoup plus modeste. Nous con- 


(1) Larowr, Traitement de la lymphangite épizootique par le sérum de che- 
val guéri. Communication à l'Académie de Médecine, 30 juillet 1918. 
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naissons mieux le cryptocoque de Rivolta, grâce aux cultures 
que nous avons pu réaliser. Nous avons guéri par la mycothé- 
rapie une proportion satisfaisante de chevaux gravement 
atteints et les expériences en cours nous permettent d'entre- 
voir un procédé d’immunisation efficace. Mais nous n'avons 
aucune prétention à l'absolu. 

L'objet de cette étude est de présenter l'observation d’un cas 
parliculièrement intéressant dont la portée théorique peut 
dépasser le champ de la lymphangite épizootique. 


I. — Pouvant disposer à notre gré de grandes quantités de 
cultures de cryptocoques, il nous était facile de tenter l'hyper- 
immunisation d'un cheval et de préparer un sérum spécifique. 

Dans ce but, nous nous sommes inspirés de la technique 
générale indiquée par M. Borrel(1) et appliquée avec le plus 
grand succès dans la préparation du sérum anticlaveleux. 

Un cheval guéri de lymphangite ulcéreuse, mais n'ayant 
jamais présenté aucune lésion cryptococcique, fut traité par des 
injections sous-cutanées de cultures de cryptocoques, ainsi 
qu'il suit : 


Ler jour, 0 gr. 05 de cultures sur gélose, âgées d'un mois, broyées, stérilisées par 
chauffage et émulsionnées dans 5 c.c. d’eau physiologique. 


13e jour, 0 gr. 07 — CAC: — 
20e jour, Ogr. 20 — 20,€.c: — 


32e jour, Ogr.Is de cultures vivantes de même âge, 
broyées et émulsionnées dans 18 c.c. — 


44e jour, Q gr.40 = 40 c.c. — 
56° jour, 1 gr. 20 60 c.c. — 
68e jour, 3gr.10 — 60 c.c. — 
S1e jour, 5 gr. 50 ee 60 c.c. — 
93e jour, 3 gr. 50 - — 60 c.c. — 
103° jour, 4gr. = 60 c.c. — 
118e jour, #gr. = 60 c.c. —- 


Le .cheval fut saigné quinze jours après la derrière 
injection. 
Les inoculations provoquèrent de volumineux ædèmes et des 


(1) A. Borne, Etudes sur la clavelée. Ces Annales, L. XVII, 1903. 
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abcès qui s'ouvrirent du 6° au 10° jour et se cicatrisèrent en 
quelques jours, après avoir suppuré abondamment. 

Toutes furent suivies d'une réaction thermique qui atteint 3° 
après les doses de 3 à # grammes. L'hyperthermie débutait 
quelques heures après les injections et persistait jusqu'à la fin 
du 3° jour. Pendant toute la durée de la fièvre, l’état général 
restait défectueux : l'animal était triste, abattu, sans forces, 
l'appétit nul. 

Bien que les anciennes lésions de lymphangite ulcéreuse 
fussent complètement cicatrisées, on observait, à leur niveau, 
24 à 48 heures après l’inoculation, des phénomènes d'hyper- 
sensibilité qui disparaissaient {rès rapidement. 

Vers le 80° jour l'animal fut atteint d’une affection suppurée 
du pied, dont la cause n’avait aucune relation avec le traite- 
ment institué. À aucun moment le pus ne contint de crypto- 
coques, mais des accidents d’un caractère particulier se mani- 
festèrent au cours des inoculations quisuivirent. Aprèschacune 
d'elles pratiquées dans la région de l’encolure, le cheval boitait 
très fortement et une corde lymphalique sensible, de la gros- 
seur du doigt, s'étendait de la lésion du pied jusque: sur 
l’'avant-bras. Ces symptômes duraient deux ou trois jours, puis 
tout rentrait dans l’ordre. ‘ | 

La plaie se cicatrisa vers le 100° jour et rien ne fut plus 
observé par la suite. 


III. — Des injections sous-cutanées de doses élevées (25 à 
40 cent. cubes) de sérum anticryptococcique ainsi obtenu, prati- 
quées à des intervalles de 24-48 heurés, sur des animaux atteints 
de lymphangite épizoolique, provoquent, dans les premiers jours 
du traitement, une amélioration de courte durée, suivie d’une 
aggravation nette, qui se traduit par l'apparition de nouveaux 
ulcères et une augmentation de la suppuralion. 

Le sérum agit en favorisant la fonte rapide des nodules et 
détermine, au même titre que l’antigène correspondant, une 
vive réaction inflammatoire au niveau des lésions (réaction 
focale). Cependant, il est impuissant à arrêter l'infection qui 
continue à progresser. 

Trois chevaux, très gravement RUE ont été traités. L'un 
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d'eux mourut au cours du traitement. L'état des deux autres 
continua à s aggraver et les injections furent suspendues. 


* 
* * 


IV. — Le mode d'action du sérum se rapprochant de celui 
de l’antigène, le traitement fut modifié sur les deux chevaux 
restant. De faibles doses croissantes, comme dans la mycothé- 
rapie, furent substiluées aux fortes doses employées et la voie 
endoveineuse remplaça la voie sous-cutanée. 

Un des deux animaux traités, malade depuis plusieurs mois, 
présentait des lésions spécifiques très étendues sous la forme 
de vastes ulcères qui dénudaient totalement le membre posté- 
rieur droit et des symptômes d'intoxication générale par infec- 
tion secondaire des plaies. Il fut sacrifié à l’agonie, après 
trois semaines d'essais négatifs. 

Le cheval n° 3, malade depuis près de dix mois, était atteint 
de lymphangite épizootique généralisée et en voie de conti- 
nuelle extension : larges ulcères sur les régions des côtes, des 
épaules, de l’encolure, de la face et de la gorge, de la muqueuse 
nasale et de la conjonctive. Cordes lymphatiques volumineuses 
au niveau,de l’encolure, du poitrail et du membre postérieur 
droit. État général mauvais. Tous les traitements institués 
jusqu'ici avaient échoué et l'animal, jugé incurable, devait être 
prochainement abattu. 

Les injections endoveineuses furent pratiquées de-la manière 
suivante : 


l'rTOUTAU CPAM ADPMOUT-MRE AZ IC EC: 
DOUTE AAC: C- 2b2 TOUT ee 21 LC:iC: 
LEMORT- NP OUCC: J2PAJOUR- 1. 1 0NCC: 
SEAJOUT Me. LUC C. 


Dans les premières vingt-quatre heures la suppuration aug- 
menta et de nouveaux boutons apparurent qui devinrent fluc- 
tuants après quarante-huit heures et s'ouvrirent. Dès Le 3° jour, 
les masses indurées, du volume du poing, situées sur la côte et 
l’encolure et les cordes commencèrent à se résorber. Les 
cryptocoques disparurent peu à peu du pus et la cicatrisation 
des ulcères, vieux de plusieurs mois, s’effectua avec une rapi- 
dité vraiment surprenante. 
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Six semaines après le début du traitement, l'état général est 
excellent, la suppuralion presque nulle; les petits ulcères (4 à 
2 centimètres de diamètre) sont cicatrisés et les grands foyers 
bourgeonnants, larges comme la main, présentent une surface 
nette, en voie d'épidermisation. 

Quels que furent les nombreux traitements que nous ayons 
tentés ou vu essayer, nous n'avons jamais observé de résultats 
aussi encourageants. 


V. — Les réactions focales d'origine sérique ont déjà été 
signalées par Laverde et Carrasquilla dans la lèpre traitée par 
des injections de sérum spécifique qui déterminaient « l'ulcé- 
ration rapide du nodule lépreux et parfois sa guérison ». Mais 
ce furent Metchnikoff et Besredka qui analysèrent le phéno- 
mène et démontrèrent sa généralité en traitant des lépreux par 
des injections de doses croissantes de sérum hémo- et leucotoxi- 
que. « L'amélioration qu'on oblient chez des lépreux avec des 
sérums est due non à des produits du bacille de Hansen, mais 
bien aux cytotoxines que renferment ces sérums... Des leuco- 
toxines apparaissent dans ces sérums à la suite d’injections de 
sang ou de tissus humains... Injectées à dose convenable, elles 
produisent une excitalion du système phagocytaire plus active 
vis-à-vis du bacille lépreux, qui se traduit par une suppuration 
et une élimination abondante de ces microbes (1). » 


Le 
# * 


VI. — Cest dans le mème ordre d'idées quil faut 
rechercher, croyons-nous, le mode d'action du sérum que 
nous avons expérimenté. 

L’inoculation sous-cutanée de doses croissantes (0 gr. 05 à 
4 grammes), à un cheval, de cultures de cryptocoques stéri- 
lisées puis vivantes, confère à son sérum, après quatre mois 
d’un tel traitement, des propriétés nouvelles. 

L'injeclion de doses massives de ce sérum anticryptococcique 


(1) Mercaxikorr et Besreok4a, Recherches sur l’action de l'hémotoxine sur 
l'homme. Ces Annales, t. XIV, 1900. 
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à un malade provoque, dans son organisme, une réaction 
leucocytaire fugace, brutale, qui se manifeste par la fonte des 
lésions nodulaires et une abondante suppuration. Mais, comme 
au cours de la mycothérapie, cette dose excessive dépasse le 
but, favorise la pullulation des ceryptocoques et aggrave 
l'infection. 

Les injections endoveineuses, à doses faibles et croissantes 
du mème sérum, pratiquées à des intervalles convenables, 
influencent non seulement la phagocytose, mais encore 
stimulent la digestion intracellulaire des parasites englobés 
et créent progressivement dans les foyers un milieu défavo- 
rable à leur multiplication. 


Les phénomènes décrits par Laverde et Carrasquilla, 
Metchnikoff et Besredka, dans la lèpre, et ceux que nous 
venons d'exposer, se reproduisent, à des degrés et sous les 
modes divers de réaction focale et générale, au cours de la 
sérothérapie antituberculeuse. Il n'est pas impossible qu'une 
technique, rigoureusement basée sur la pathogénie des accidents 
constatés sur les tuberculeux soumis au traitement sérique, 
vienne atténuer le redoutable pronostic de cette affection. 

Nous adressons à M. l'Inspecteur général Leclainche et à M. le 
Vétérinaire Inspecteur Fray, à MM. les Professeurs Vallée et 
Sendrail, qui ont mis à notre disposition les matériaux d’études 
et les sujets d'expérience, l'expression de notre affectueuse 
gratitude pour la bienveillance qu'ils nous ont témoignée. 
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par Enmoxo ROSÉ, 


Docteur ès Sciences, Chef de laboratoire à l'Institut Pasteur, 
Directeur du Laboratoire officiel pour la répression des fraudes 
en Cochinchine. 


Un certain nombre de travailleurs annamites sont employés 

en France dans les arsenaux : le Gouvernement de l'Indo- 
chine, voulant témoigner de l'intérêt qu'il prend à ses adminis- 
trés éloignés du sol natal, a jugé qu'il serait bon de leur adresser 
une certaine quantité des denrées préférées qui entrent dans 
leur alimentation. 
Ces denrées sont connues : le Poisson salé et Le Riz sont les 
principales avec la seiche et les crevettes séchées ; il faut encore 
y ajouter une denrée d’un autre ordre, l’agar-agar, commüné- 
ment désigné en Indochine sous le nom de Vermicelle anna- 
mite et qui se mange sous forme de soupe. 

L'ordonnancement du repas annamite diffère notablement de 
celui du repas européen. Ce qui caractérise le repas annamite, 
même ordinaire, c'est la multiplicité des plats, chacun à vrai 
dire peu copieux. Tous les mets et condiments sont servis à la 
fois sur la table : le pain est remplacé par le riz cuit à l’eau 
servi en abondance. Ce riz est mangé à l’aide de baguettes par 
bols successifs en même temps qu’au gré de sa fantaisie, 
l’'Annamite pique dans les divers mets préparés et servis près 
de lui et ajoute le mets piqué au bol de riz qu'il avale. Un 
 Annamite adulte mange cinq à six bols de riz accompagnés 
chacun de viande, poisson ou légumes diversement combinés 
et faisant en somme cinq ou six plats différents. 

Le tout est arrosé d’un condiment national qui est le 
Nuoc-mam. 

C’est au sujet de ce condiment national peu connu en France, 
au moins dans sa fabrication et sa composilion chimique, que 
quelques précisions paraissent nécessaires. 
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I. — PRÉPARATION. 


Nuoc-mam en annamite veut dire « Eau de poisson salé » ; 
le Nuoc-mam est, en effet, obtenu à partir du poisson, du sel 
et de l’eau; voici un résumé de sa fabrication telle qu'elle est 
pratiquée en Annam dans un centre important. 

On utilise pour le Nuoc-mam plusieurs espèces de poissons, 
dont certaines appartiennent à la famille des Clupéidés, ces 
poissons passent par bancs le long des côtes à des époques 
déterminées. 

Le poisson pèché est placé aussilôt avec du sel dans des 
cuves en bois de grandeur et de forme variables. On y fait 
alterner poisson et sel jusqu'au remplissage et au delà; on 
laisse trois jours en contact dans la cuve remplie, puis on 
recueille par un robinet placé à la partie inférieure tout le 
liquide salin qui peut s’écouler. On soumet ensuite la masse. 
de poisson débarrassée de son eau à une forte pression et on 
reverse sur cette masse, dans la cuve, le liquide précédemment 
recueilli. On laisse alors en macération pendant une durée 
qui varie beaucoup suivant les espèces de poissons em- 
ployées. 

Pendant ce temps une transformation de la chair du poisson 
s'opère et à un moment donné, déterminé par la pratique, on 
recueille un Nuoc-mam de toute première qualité. Ce Nuoc- 
mam n’est généralement pas commercial. 

Les qualités 2° et 3° sont obtenues par des lessivages du 
poisson résiduaire avec l’eau de mer additionnée de sel. Ces 
lessivages ne fournissent du Nuoc-mam de qualité 2° et 3°, qui 
sont les qualités commerciales, que jusqu’à un point empiri- 
quement fixé; on les poursuit cependant jusqu'à épuisement 
du poisson, mais alors le liquide recueilli doit, pour constituer 
du Nuoc-mam, être repassé sur d’autres cuves renfermant du 
poisson neuf ou non complètement épuisé. 

On voit d’après ce résumé de la fabrication que le Nuoc- 
mam n’est autre chose que le résultat de la macération du 
poisson dans une solution concentrée de sel marin. 


—1 
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IT. — ComPosirioN CHIMIQUE. 


Que se produit-il pendant cette macération? 

Un essai qualitatif montre que le Nuoc-mam renferme des 
traces d’albumine, pas de protéoses mais des peptones, que le 
liquide est neutre au tournesol, acide à la phtaléine, alcalin à 
l'orangé et donne à l’eau de brome la réaction du tryptophane. 
Le dosage des matières azotées est particulièrement instructif. 

Nous avons dans un Nuoc-mam de 1" qualité de l'Annam et 
pour 1 litre : 


Grammes 
NZOLERLOLAIP EEE SE QUE mere RE au re 23 
OT PANIQUE RER De ef ele UMA TR 19,1 
D OTADIeRAUEONMOIRE ER EC TRE 14,5 
—  ammoniacal et amidé (dégageable par MgO). 4,0 
— des acides aminés. . . . . GR ADO 2 CN OM D 10,5 


En rapportant à 100 parties d'azote total les proportions des 
différents éléments azotés on a : 


Azote organique . . . . . . . ‘83 p. 100 d'azote total. 
—  titrable au formol. . . 63 — — 
HW AMmMONnAcCal 0. AT — — 
— des acides aminés . . 46 — — 


Ces résultats nous montrent qu'avec le Nuoc-mam nous 
sommes en présence de produits de la dégradation des matières 
albuminoïdes. Si nous rappelons que l'analyse des produits 
d'une digestion pepsique d’ovalbumine montre que cette diges- 
üon peut donner, en azote litrable au formol, 26,5 p. 100 de 
l'azote total dissous (1) tandis que dans une digestion pancréa- 
tique on obtient, en azote titrable au formol, jusqu’à 60,2 p.100 
de l'azote total, si nous ajoutons la neutralité du milieu, la 
présence de tryptophane, on concluera que le Nuoc-mam se 
rapproche des produits de la digestion trypsique des albumi- 
noides; le Nuoc-mam serait surtout une solution de peptone 
pancréatique de poisson. 

Cette « peptone de poisson » serait le résultat d’une auto- 


(1) Les catalyseurs biochimiques dans la vie et dans l’industrie, par Jean 
ErFronrT, 1911. 
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digestion de lachair des différentes espèces depoissonsemployées, 
auto-digestion très probablement effectuée soit par les ferments 
de l'appareil digestif; soit simplement par les sucs cellulaires ; 
la présence d’une forte dose de sel combat la pullulation micro- 
bienne et évite la putréfaction qui en seraït la conséquence. 


III. — Vrai ET FAUX Nuoc-MaAM. DIFFÉRENCIATION. 


La préparation du Nuoc-mam, ainsi qu'on a pu en juger par 
le résumé que nous avons donné, est très simple; il y a peu de 
règles à suivre, mais ces règles, surtout en ce qui concerne les 
proportions minima de sel employées relativement à la quan- 
tité de poisson à traiter, sont impératives. I faut employer au 
moins une partie de sel pour trois parties de poisson. 

Si l’on sale moins, on obtient un produit qui résulte d’un 
travail différent de celui qui donne naissance au Nuoc-mam : 
ce n'est pas alors à vrai dire du Nuoc-mam, c’est un produit au 
moins inconsommable en raison de son odeur répugnante, 
sinon dangereux par les produits toxiques de la désintégration 
des acides aminés qu il peut renfermer. 

Voici la composition chimique qui rend compte du travail 
dont résulte un de ces produits obtenus en mélangeant au 
poisson une quantité insuffisante de sel; je la rapproche de 
celle d’un Nuoc-mam normal préparé en même temps. 

Pour 100 d'azote total passé en dissolution on trouve : 


NUOC-MAM 
0 , 
normalement salé insuffisamment salé 
Azote organique. . . .. 86,4 p.100 de l'azote lotal, 63,7 p.100 de l'azote total. 
— titrable au formol 60,1 — — 69,0 — _ 
— ammoniacal. . .. 136 — — 36,3 — _— 
laine jus Si: 46,5 — _— 32,17 — — 


Ce qui différencie les deux produits, e’est que dans l'un — 
produit.normal — la proportion des acides aminés est très 
supérieure à celle de l’ammoniaque; dans l'autre, au contraire, 
l'azote ammoniacal est plus élevé que l’azote des acides aminés. 

Dans le Nuoc-mam insuffisamment salé, envahi par une 
flore microbienne abondante, les acides aminés — produits 
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essentiels qui donnent au Nuoc-mam sa valeur alimentaire — 
ont été en partie détruits et de l’ammoniaque s’est formée à 
leurs dépens. 

Le Nuoc-mam n'est donc pas une « Sauce de poisson pourri » 
comme cela se dit assez couramment, c'est au contraire une 
sauce de poisson pour laquelle on s’est attaché à combattre 
toute putréfaction. 

Un Nuoc-mam donné sera d'autant meilleur que dans sa 
fabrication la putréfaction aura été le plus complètement 
évitée : le signe que cette putréfaction a été évitée paraît être 
un taux des acides aminés élevé pour le taux le plus faible 
possible de l’azote ammoniacal. 

L'examen de nombreux échantillons de valeur marchande 
différente récoltés par nous-même dans les nombreuses saumu- 
reries que nous avons visilées a montré que toujours le taux de 
l’'ammoniaque s'élève pendant que le taux des acides aminés 
s'abaisse lorsque la valeur marchande, c’est-à-dire la qualité, 
diminue. Les proportions d’azote des acides aminés et d'azote 
ammoniacal constituent, avec la détermination de l'azote total, 
le critérium auquel on reconnaît un bon ou un mauvais Nuoc- 
mam. 

Or il était nécessaire que ce critérium soit recherché et fixé. 
En effet, l'industrie du Nuoc-mam donne lieu à un trafic 
important : c’est par milliers que les petites Jarres en poterie 
grossière d'une contenance de 6 à 7 litres, coiffées d'un cou- 
vercle luté au mortier et assujetti par un rotin, sont chargées 
sur les jonques qui vont sillonner les nombreuses voies 
fluviales de la Cochinchine et porter aux riverains le produit 
si désiré. 

Tout comme en France sur d’autres produits, la fraude s’est 
exercée en Cochinchine sur le Nuoc-mam. 

La fraude la plus commune est le mouillage : elle se recon- 
naît en premier lieu au taux déficitaire de l'azote total. Mais 
aussi, le mouillage amène un abaissement du taux du sel. Or, 
si nous avons vu qu'un taux de sel déterminé est nécessaire à 
la production du travail qui aboutit au Nuoc-mam, un taux de 
sel déterminé dans le Nuoc-mam est nécessaire à sa conserva- 
tion. Dans les Nuoc-mam mouillés et dont par conséquent le 
taux du sel est affaibli, l’action microbienne arrètée reprend 
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son cours : le Nuoc-mam « tourne », comme disent les indi- 
gènes, mais bien avant que le Nuoc-mam ait tourné et soit 
rendu inconsommable par son odeur putride, l'analyse décèle 
que les acides aminés ont été en partie détruits; que leur taux 
est devenu inférieur à celui de l'ammoniaque. 

Déjà, à ce moment, on peut dire que le produit considéré ne 
se conservera pas, qu'il sera un jour ou l'autre inconsom- 
mable, que ce n’est plus du Nuoc-mam. 

Le Nuoc-mam normal suffisamment salé garde au contraire 
sa composition initiale sensiblement fixe pendant un temps très 
long, une année certainement, probablement davantage encore. 
Des expériences en cours nous fixeront à ce sujet. 


IV. — Dérinirion pu Nuoc-man. 


Quoi qu'il en soit, un ensemble de faits recueillis et de résul- 
tats expérimentaux conduisent, dès maintenant, à une défini- 
tion du Nuoc-mam. 

Je la donne comme conclusion de ces notes et seulement 
comme provisoire; mais, telle qu'elle est, par l'énoncé des 
caractères qu'elle renferme, elle suffit cependant à identifier le 
produit qui nous occupe. 

Voici cetle définition : 

« Le Nuoc-mam est le résultat de la macération du poisson 
dans une solution concentrée de sel marin, c’est essentielle- 
ment une dissolution salée de matières albuminoïdes à un 
certain degré de désintégration. Ce degré doit se maintenir 
sensiblement fixe pendant un certain temps. Il est garant de 
l'état de conservation du Nuoc-mam. 

« La richesse en azote tolal ou mieux en azote organique 
rend compte de la valeur alimentaire d’un Nuoc-mam et par 
conséquent de la qualité. Il y a généralement, selon les qualités 
commerciales, de 15 à 25 grammes d'azote tolal et de 10 à 
20 grammes d'azote organique par litre. 

« Le degré de désintégration des matières albuminoïdes 
passées dans le Nuoc-mam peut être établi de la manière 
suivante : 

« Par rapport à l'azote total, le Nuoc-mam doit contenir de 
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60 à 77 p. 100 d'azote titrable au formol, la moitié au plus de 
l'azote titrable au formol peut être transformée en azote ammo- 
niacal. | 

« Le temps minimum de conservation du Nuoc-mam peut 
être fixé à une année, intervalle qui sépare deux campagnes 
successives de pèche et de fabrication. 

« Le taux du sel nécessaire pour assurer la conservation du 
Nuoc-mam et la fixité du degré de désintégration ne doit pas être 
inférieur à 200 grammes par litre pour les Nuoc-mam des 
premières qualités. Ce taux du sel nécessaire est plus élevé 
pour les Nuoc-mam de qualité inférieure ayant moins de 
15 grammes d'azote total par litre ; le taux du sel ne doit pas 
être pour ces derniers Nuoc-mam inférieur à 240 grammes par 
litre. » 

On fait état dans cette définition : 

1° Des procédés de fabrication du Nuoc-mam ; 

2° De l'azote total, qui représente la quantité de chair de 
poisson solubilisée, passée et contenue dans un Nuoc-mam ; 

3° De l'azote titrable au formol, qui indique la quantité de 
chair de poisson solubilisée sous la forme d'acides aminés et 
d'ammoniaque ; | 

4° De l'azote des acides aminés, qui indique la quantité de 
ces produits qui relèvent de la digestion parfaite; 

5° De l'azote ammoniacal, qui indique le déchet de la prépa- 
ration et la part qui revient surtout à l’action microbienne; 
lorsque cette dernière part est prépondérante, l'action putride 
s’est donné libre cours et a pu introduire les produits toxiques 
auxquels elle donne ordinairement naissance; 

6° Du taux du sel qui est nécessaire non seulement à l’obten- 
tion, mais encore à la conservation du Nuoc-mam. 


Saigon, le 12 janvier 1916. 


CONDIMENTS AZOTÉS SOLIDES EN INDOCHINE 


par 

H. BRÉMOND EC E. ROSÉ 
Pharmacien de 1re classe Docteur ès sciences, Chef de Labo- 
de la Marine. ratoire à l'Institut Pasteur, Directeur 


du Laboratoire officiel pour la répres- 
sion des fraudes en Cochinchine. 


(Travail du Laboratoire de Chimie de l'Institut Pasteur de Saïgon.) 


En dehors du Nuoc-mam (voir le mémoire précédent), qui 
parmi les populations annamites est le condiment le plus re- 
cherché et le plus répandu, il existe en Indochine des produits 
à l’aide desquels les indigènes corsent leurs aliments ainsi qu'ils 
le font le plus généralement avec le Nuoc-mam. 

Ces produits sont bien connus et bien moins répandus; dans 
certaines contrées, on les trouve avec le Nuoc-mam qu'ils sup- 
pléent en partie, tel le Mam-Tôm en Cochinchine et en Annam; 
ou bien le Nuoc-mam ne se trouve pas dans la contrée, et ils 
suppléent complètement à ce produit dans l'alimentation indi- 
gène, tels le Prähoc au Cambodge et le Padec au Laos. 

Nous examinerons successivement la préparation et la com- 
position chimique de ces trois condiments, Mam-Tôm, Prähoc 
et Padec qui, à l'inverse du Nuoc-mam liquide, sont de consis- 
tance pâteuse et que nous avons pour cela réunis sous le titre 
de condiments azotés solides. 


1. — MAM-TOM OU PATE DE CREVETTES 


La préparation de ce condiment se rapproche des prépara- 
tions du Nuoc-mam et du Mam ou poisson résiduaire. 

Voici une des manières d'opérer pour préparer un bon Mam- 
Tôm : 

On place dans une grande Jarre ou dans une petite cuve et 
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on tasse à la main un mélange de 12 parties de crevettes 
pour ! partie de sel. On laisse ainsi vingt-quatre heures en 
contact, puis on reprend les crevettes et on les presse pour en 
exprimer le suc. Le liquide ainsi recueilli est mis de côté pen- 
dant que, par ailleurs, on expose au soleil les crevettes pour les 
sécher, sans arriver cependant à ce qu’elles durcissent. On pile 
ensuite les crevettes séchées et on forme une pâte aussi fine 
que possible: plus la pâte obtenue est fine, meilleure est la 
qualité du produit. Cette pâte est replacée dans la jarre ou petite 
cuve utilisée au début, et on ajoute du jus précédemment 
obtenu et mis de côté jusqu’à ce que la jarre ou la cuve soit 
remplie à moitié. Quelquefois on cuit le jus avant de l'ajouter 
à la pâte. On remue avec un bâton la pâte et le jus de façon à 
obtenir un mélange homogène et on expose au soleil pendant 
quinze jours ou plus longtemps. La préparation est terminée 
en un mois, mais la pâte ainsi obtenue se conserverait indéfi- 
niment; elle s’améliorerait avec le temps et plus ancienne elle 
est, plus cher elle est vendue. Un Mam-Tôm de quatre mois est 
vendu 5 $ la touque. 

La composition chimique du Mam-tôm est donnée par l’ana- 
lyse suivante : 


ANALYSE DE MAM-TOM 


CARACTÈRES ORGANOLEPTIQUES. 


ASDECLN SEEN RS ANG NER Pâte grumeleuse. 
COLE S RES NET MIT Brunâtre. 
OUEN MNT eine ie eh Dore Sui generis. 


ANALYSE CHIMIQUE. 


PARTIE INSOLUBLE 
(par différence) 


MAM-TÔM TOTAL PARTIE SOLUBLE 
pour 1.000 pour 1.000 


pour 1.000 
RÉACTIONS ANA MU AE Alcaline à la 
phtaléine. » » 
Hum ARMES 647,2 » » 
ExtrnbisSec sien 352,8 276 16,8 
ExXirades sale EEE 172,8 26 76,8 
Gendres TEE 219 180 39 


Chlorures 120,0 PAPE 180 180 » 


n PARTIE INSOLUBLE 
MAM-TON 1 ES J : A \ 
AM-TOM TOTAL PARTIE SOLUBLE (par différence) 


pour 1.000 pour 1.000 pour 1.000 


A 


Éléments azotés constitutifs. 
AZOTEMLOLAIIE RE RENE 22,8 


2 
OrPAnNUUeN ES 1 
titrable au formol. 1 
ammoniacal. . 

aminé. . 


Répartition de la matière azolée dans la partie soluble du Mam-Tôm. 
AzoteLtolaRU. :L'ATCIENE 4100 Azote ammoniacal. . 

—+ Organique. . .. . .+ 68,9 —  aminé 

TO EMOL CN Me DES 


EXAMEN MICROSCOPIQUE. 


Coccus peu nombreux. 


L'analyse ci-dessus montre qu'il faut distinguer dans le Mam- 
Tôm une partie soluble dans l'eau et une partie insoluble. 

La partie soluble dans l’eau est constituée par la chair de 
crevette transformée et solubilisée et par les sels minéraux 
solubles. Ceux-ci sont à peu près exclusivement composés de 
chlorures, représentant le sel mélangé aux crevettes. La partie 
insoluble est formée de la chair de crevette non transformée et 
de sels terreux. Elle représente environ 5 p. 100 du Mam- 
Tôm. Il y a environ 30 p. 100 de matière soluble et 65 p. 100 
d'eau. 

Si l’on examine la composition de la partie soluble on voit 
qu'elle contient pour un kilogramme de Mam-Tôm 20 gr. 6 
d'azote total représentant 128 gr. 8 de matière azotée nutritive. 
C'est ce que renferme en matière azotée un Nuoc-mam de pre- 
mière qualité. D'autre part, la répartition de la matière azotée 
en azote ammoniacal et azote aminé est très voisine de celle du 
Nuoc-mam, avec celte différence que dans le Mam-Tôm analysé 
il y a un léger excès d’ammoniaque. 

Le Mam-Tôm n’est donc autre chose qu'un Nuoc-mam pâteux, 
d'une fermentation ou digestion un peu poussée. Cependant, 
contrairement à ce qu'on pouvait supposer, la flore microbienne 
dans le Mam-Tôm est peu abondante. Un salage convenable 
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empêcherait la putréfaction et l'on obtiendrait ainsi une sorte 
de pâte analogue à la pâte d’anchois et assurément très comes- 


tible. 
Il. — PRAHOC 


Le Pràähoc s'éloigne quelque peu du Mam-Tôm; c’est, comme 
le Mam-Tôm, un condiment pâteux, mais sa préparation est 
assez différente et utilise le poisson au lieu de la crevette; sa 
consommation est exclusivement limitée au Cambodge et au 
Siam. 

De nombreuses espèces de poissons et de toutes tailles 
entrent dans la préparation du Prähoc, dont on distingue deux 
qualités : l’une, la plus prisée, serait faite avec les espèces de 
poisson d'assez grande taille, la deuxième avec le petit poisson. 


Pranoc DE 1'° quaLirÉ. — D'après M. Pétillot (1), le Cambod- 
sien emploie le plus souvent pour sa préparation le Trey (2) 
Pra, famille des Siluridés; le Trey Ras (Ophicéphalidés); Le 
Trey Pruôl (Cyprinidés) et le Trey Andong (Cobitidés). 

Avec le Trey Andong seul, les Cambodgiens préparent un 
Prâähoc uniquement destiné à la consommation siamoise tandis 
qu'avec les autres poissons ils produisent un condiment dont 
le prix de revient, assez élevé, le fait destiner aux approvision- 
nements familiaux ainsi qu'aux tables des riches et moyennes 
classes. La fabrication du Prähoc subit bien quelques variantes 
ainsi que l’a constaté l’un de nous dans un voyage d’études sur 
le Tonlé-Sap; nous donnons ici d’après le D' Ménaut, médecin 
de l’Assistance en service au Cambodge, le procédé de fabrica- 
tion qui correspond à l'échantillon adressé dont nous donnons 
plus loin l'analyse. Le D' Ménaut nous à adressé aussi un 
échantillon de Padec et nous le remercions ici de son obli- 
geance. 

Pour la fabrication du Prähoc les poissons choisis sont 
écaillés, vidés, nettoyés, divisés en fragments assez gros; les 
têtes sont rejetées. 

On fait macérer les morceaux dans l'eau durant une nuit 


(1) L. Périzcor, La pêche et les poissons au Cambodge. 
(2) Trey, Poisson en cambodgien. 
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sans séparer les foies adhérents aux fragments de chair. Au 
matin on retire le poisson de l’eau et on l’expose au soleil toute 
la journée ; le soir, vers 5 heures, on le pile avec du gros sel de 
facon à obtenir une pâte qui, placée ensuite dans des paniers 
durant la nuit, laissera exsuder une saumure. Le lendemain 
malin, la pâte. est exposée en plein soleil et le soir elle est de 
nouveau pilée avec du sel jusqu’à salage convenable. Après 
ces deux pilonnages le produit est placé dans une jarre pendant 
deux ou trois Jours; il en exsude encore une saumure qui se 
rassemble au fond du récipient, est séparée et, par la suite, 
vendue pour la consommation comme le Nuoc-mam. 

La jarre est alors fermée avec un disque de bois s'appliquant 
exactement sur l'ouverture, ou un fragment d’étoffe fixé par une 
ficelle et enduit à l'extérieur d’un mortier fait de cendre imbibé 
d’eau. 

Après deux ou trois mois, le Prähoc de première qualité peut 
être consommé. Bien préparé il se conserve durant plus d’une 
année; la putréfaction ne commence guère à apparaitre qu'au 
bout de deux ans et alors le produit doit être écarté de la con- 
sommation. 


Pranoc DE 2° QUALITÉ. — On emploie pour ce Prähoc exelusi- 
vement du petit poisson, le plus souvent les Trey Chang-wa, 
nom sous lequel on confond quelques variétés de pelits pois- 
sons appartenant à la famille des Cyprinidés. 

Pour la fabrication, le Cambodgien, sans prendre la peine de 
les vider, comprime entre ses mains plongées sous l’eau, et 
quelquefois avec ses pieds, les petits poissons entrant dans la 
préparation. Il en sépare ainsi les écailles et en exprime le con- 
tenu intestinal. Il lave ensuite à grande eau ces poissons écrasés 
et les abandonne une nuit entière dans l’eau avant de com- 
mencer le salage. 

Le poisson salé et pilé est mis en Jarre pour maturation. Ce 
Prähoc est moins estimé que le précédent, mais sa préparation 
est bien plus rapide; un mois de séjour dans la jarre suffit. Il 
est dès lors prêt pour la consommation. 

L'indigène des classes pauvres emploie ce Prâhoc pour 
relever les sauces de ses divers mets ou simplement le mélange 
au riz. 
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ANALYSE DE PRAHOC 


CARACTÈRES ORGANOLEPTIQUES. 


ASTM EU. 4, Pâte grossière: 
COuleUREER MEN .2.0: L'Jaune foncé, 
OUR SI Genents. 


ANALYSE CHIMIQUE. 


PARTIE INSOLUBLE 
(par différence) 
pour 1.000 


PRAHOCG TOTAL PARTIE SOLUBLE 
pour 1.000 pour 1.000 


RÉACHONES EN TNMENNTTE » 
Humidité . . 529,4 
EXAMEN TRE 410 ,6 
Extrait dessalé . . . . . 300,6 
Centres ste dE rot 193,8 
Chlocures Re MEET te 170 


Éléments azotés constilutifs. 


AZOte TOtAI EN Ce 31,8 29,4 
organique . . . . 11,92 
titrable au formol. 11,176 
AMMONACAIEe 4 , 48 
AMI É EM meet 7,28 


Répartilion de la matière azotée dans lu partie soluble du Préhoc. 


IAZOLeNtO AI CL CCR UE O0 Azote ammoniacal. 1... 20 
— organique. . . . . . — 4 amMÉ ire CR 20 
—  formol.. 


EXAMEN MICROSCOPIQUE. 
Quelques coccus | 


IH. — PADEC 


Le Padec laotien a beaucoup d’analogie avec le Prähoc cam- 
bodgien ; il n'en diffère que par quelques détails de préparation. 
Pour préparer du Padec on vide les poissons de leurs intes- 
tins; la partie la plus osseuse de la tête est jetée, le restant est 
ensuite coupé en morceaux et, sans être lavés durant une nuit 
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comme pour le Prähoc, les fragments obtenus sont entassés 
dans des paniers. On place à la partie supérieure des paniers 
de lourdes pierres qui compriment la masse et font suinter un 


ANALYSE DE PADEC 


CARACTÉRES ORGANOLEPTIQUES. , 


Aspect: :: 2.10 AS nn -. Pate srossière. 
Couleur RP Jaune brun: 
Odeur:15 tr HO RRRREE . Sui generis. 


ANALYSE CHIMIQUE. 


PARTIE INSOLUBLE 
(par différence) 
pour 1.000 


PADEC TOTAL PARTIE SOLUBLE 
pour 1.000 pour 1.000 


Réaction 

Humidité . . . 

Extrait sec . 

Extrait dessalé 

Cendres. x 13S 
Chlorures ee crea. > 160,05 


Éléments azolés constilulifs. 


ALOTCMOTAL EEE LEE 26,60 17,36 
OrSanIqUeE 0 » 
titrable au formol. 
ammoniacal 
aminé. . . 


Réparlilion de la matière azolée dans la partie soluble du Padec. 


Azote total +100 Azote ammoniacal. . . . . 24,82 
— organique . . . . . 15,18 AIRE, =. 50.140 MERS 
—ionmol.s 20 4051061 


EXAMEN MICROSCOPIQUE. 
Coccus et quelques gros bâtonnets. 


liquide d’odeur forte. Ce liquide s'écoule goutte à goutte par la 
partie inférieure du panier. On abandonne les fragments de 
poissons pendant trois jours à la pression des pierres dans les 
paniers suspendus. On pile ensuite la masse avec du sel jusqu’à 
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obtention d’une pâte qui est placée dans des sacs de feuilles de 
latanier. Après un séjour de deux ‘ou trois jours dans ces sacs 
également suspendus et au travers desquels s'écoule la sau-. 
mure, la masse est une deuxième fois pilée avec du sel et avec 
une certaine proportion de balle de paddy, puis mise en jarre 
où l’auto-digestion s'opère. Le Laotien consomme le Padec 
comme le Cambodgien consomme le Prähoc pour relever le 
goût du riz ou des sauces; parfois, lorsqu'il y est obligé il l’uti- 
lise comme aliment principal, mélangé au riz. 


Le rapprochement des résullats analytiques ci-dessus des 
résultats précédemment exposés montre que le Padec, le Prähoc 
et le Mam-tôm sont des produits de composition chimique très 
voisine. | 

En effet l'extrait sec est de 352,8 p. 1.000 pour le Mam- 
Tôm, de 470,60 pour le Prähoc et de 421,80 pour le Padec; 
nous trouvons 22,8 p. 1.000 d'azote total pour le Mam-Tôm, 
31,8 pour le Prähoc et 26,6 pour le Padec; le taux des chlo- 
rures est de 180 p. 1.000 pour le Mam-Tôm, 170 pour le Prähoc 
et 160 pour le Padec. Si de ces déterminations, qui nous 
indiquent la richesse des produits étudiés en matériaux utiles, 
nous passons aux déterminations qui fixent la répartition de la 
matière azotée lotale sous ses différents états et indiquent la 
qualité des produits, nous obtenons les chiffres suivants : 


Mam-Tôm Prâähoc Padec 

AZOLe TOTAL 100 100 100 
— organique. . 68,9 S0 15,2 
MONO. 60,2 52,5 51,6 
—  ammoniacal. 3471 20 24,8 
ANNE 2954 32:5 26,8 


On voit par ces chiffres que les proportions de la matière 
azotée sous les différents états que nous considérons se trouvent 
exprimées pour chacun de ces trois produits par des nombres 
assez VOISINS. 

Le taux de l’ammoniaque est un peu plus élevé chez le Mam- 
Tôm, ainsi qu’il le serait d’ailleurs sur des échantillons de 
Prâhoc et de Padec moins bien préparés ou plus anciens. 

D'autre part, le Nuoc-mam présente une semblable réparti- 
tion de la matière azotée sous ces différents états. 


2 il 
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Le Prâhoc, le Padec et le Mam-Tôm sont des condiments 
solides présentant comme fe Nuoc-mam le caractère de matière 
azotée désintégrée dont la teneur en azote égale et parfois 
dépasse celle des meilleurs Nuoc-mam. 

Comme le Nuoc-mam, ce sont des produits de l’auto-digestion 
de la chair de poisson ou de crevettes par les ferments cellu- 
laires, auto-digestion plus ou moins bien protégée de la putré- 
faction microbienne en raison de la présence du sel. 

L'un de nous a montré dans une étude sur le Nuoc-mam ce 
rôle protecteur du sel : dès que le taux de salage.s'abaisse au- 
dessous d'une certaine valeur, l’action microbienne prime 
l'action fermentaire; les acides aminés sont détruits et trans- 
formés en ammoniaque, il y a putréfaction et non digestion. 

Comme le Nuoc-mam, le Mam-Tôm, le Prâhoc et É Padec 
renferment d'importantes quantités d'acides aminés qui expli- 
quent leur valeur nutritive et justifient leur emploi dans l'ali- 
mentation. ke. 

Dans le Mam-Tôm, le Prähoc et le Padec, on peut distinguer 
une partie soluble dans l'eau et une partie insoluble. La partie 
soluble dans l’eau est constituée par la chair de poisson ou de 
crevette solubilisée et par des sels minéraux dont le sel marin 
forme la presque totalité. Cette partie soluble, dissoute dans 
l’eau, constitue un véritable Nuoc-mam. 

Le résidu insoluble est formé de chair de poisson non trans- 
formée et de sels terreux. 

On trouve dans ces trois condiments : 


BEN a ton OR Te 2 à 65 p. 100 
Partie soluble | . . 26 à 30 — 
Résidu insoluble . . S à 11 — 


En raison de leur composition chimique que nous venons 
d'établir, le Mam-Tôm, le Pràähoc et le Padec sont, comme le 
Nuoc-mam, des compléments indispensables de la ration ali- 
mentaire — faible en matière azotée — des peuples mangeurs 
de riz. 

Ces préparations peu engageantes pour l'Européen — en rai- 
son de leur fumet quelque peu accentué — ne sont point du 
tout méprisables: leur valeur est réelle et sera d'autant plus 
srande que la préparation en aura été soignée, la matière pre- 
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mière employée plus fraiche, qu'une quantité suffisante de sel 
aura été utilisée. 

On ne saurait trop l’affirmer, comme il y a du bon Nuoc- 
mam, il y a du bon Mam-Tôm, du bon Prähoc et du bon Padeec, 
que l’Européen, avec un peu d'habitude, peut apprécier; mais 
aussi il y a les qualités mauvaises qui comprennent les produits 
putréfiés dont l'odeur est véritablement repoussante. Ce sont 
ces produits putréfiés qui ont fait à tous ces condiments, supé- 
rieurs à nos sauces anglaises ou autres analogues, leur mauvaise 
réputation. Ce qu'il faudrait, ce serait pousser à l'amélioration de 
ces produits toutes les fois que cela sera possible, par le conseil 
d’une bonne fabrication. L'hygiène alimentaire de nos protégés 
indochinois, annamites, cambodgiens ou. laotiens aura fait un 
progrès sérieux, lorsque, de tous les condiments qu'ils utilisent 
si abondamment et universellement, il ne pourra circuler et 
s'étaler sur les marchés que ceux bien préparés et conservés, 
possédant les qualités substantielles du produit vrai, non 
putréfié. | 


Saïgon, le 25 août 1918. 


ÉTUDE COMPARÉE 


DE DIVERSES SAUCES ALIMENTAIRES 


par E. ROSE 


Docteur ès sciences, chef de Laboratoire à l'Institut Pasteur de Saïgon, 
Directeur du Laboratoire officiel 
pour la répression des fraudes en Cochinchine. 


Nous avons montré dans l'étude qui précède, que le Nuoc- 
mam se réduisait essentiellement à une solution salée de 
matières albuminoïdes assez fortement désintégrées. Nous 
avons établi le mode ét le degré de cette désintégration. 

L'analyse chimique nous a montré qu'un Nuoc-mam de 
très bonne qualité pouvait avoir la composition suivante : 


par litre 
Extrait brut . . LITE AUTO: 
1e 06 rare EE LES ane MT US PR INA UBARET- 2) 
ExIraTeles sale EE 158 gr. 5 
Ke VOtALE POLE PME MES EE 2 ETAT 
SRE sr. 112 
So Matières a70téer titrable au formol . 14 gr. 2 
— ammoniacal. . 4 gr. 704 
— des acides aminés . . 9 gr. 40S 


Nous rappellerons, pour mémoire, que l'azote des acides 
aminés semble constituer le dernier terme des produits de 
désintégration utilisables par l'organisme animal, l'azote ammo- 
niacal correspondant à un déchet ou à une matière minéra- 
lisée inutilisable par l'organisme humain ou animal. Un Nuoc- 
mam sera de qualité d'autant meilleure, de valeur alimentaire 
d'autant plus grande qu'il contiendra davantage d'acides 
aminés et moins d'ammoniaque. 

Si nous exprimons les quantités des divers éléments azotés 
contenus dans un Nuoc-mam de très bonne qualité par les 
nombres obtenus en rapportant ces quantités à 100 parties 
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d'azote total, nous aurons pour ce même Nuoc-mam de très 
bonne qualité Les nombres suivants : 


AZOLeROLALRE RENE EME ML 2. CE Rs TO 0 
= MIORADIÉAUMOMOIR ET EC. ECS 
MimMOonacal. 0 A AN NE AA 7 OR 


de acides aminés is. EC TO EN 12 


On voit que, dans ce Nuoc-mam de très bonne qualité, l'azote 
des acides aminés est égal au double de l'azote ammoniacal. 


On trouve dans le commerce local, sous le nom de sauces 
ou extraits, des produits d'utilisation mondiale et d'autres plus 
spécialement réservés à la clientèle sino-annamile vendus 
comme condiments ou accessoires culinaires. [l nous à paru 
intéressant de rechercher la composition chimique de ces 
produits et de la rapprocher, s’il y avait lieu, de celle du con- 
diment national annamite qu'est le Nuoc-mam. 

Voici Les résultats analytiques obtenus : 

a) Produit européen. — M, n° 1. Extrait dit pur, utilisable 
à la dose de quelques gouttes pour remonter les potages et 
autres mets : 


par litre 
ER ETAILEDRU LEE ns HER 
TOME Era gee RS SOL EN SRE ER OR anne 202 gr. 4 
Extrait dessalé. . . . . . . . 485 gr. 2 
AZOLCLLOLAL SR NME REP 62 gr. 720 
= p 
De Maticrec-azotéenc titrable au formol. . . 35 gr. 600 
—  ammoniacal. . . . . . 9 gr. 072 
Se MOSS 68 te 0 Dee 24 gr. 528 


Calculons la répartition des différentes matières azotées 
pour 100 d’azote total, nous aurons les résultats suivants pour 
l'extrait étudié : 


IVADONONEL NE TURN EE A A AN 00 
—Htibrabletau/(ormol FRE CON 53,6 
D AMMONACAIL ET RE eee DU S 
EN TNT er ANA ROULE SPAS CAES ANSE A Jul 


Si nous rapprochons ces nombres de ceux obtenus pour un 
Nuoc-mam de bonne qualité, nous voyons que ces deux caté- 
gories de nombres sont du mème ordre de grandeur; dans Île 
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Nuoc-mam la proportion des matières azotées désintégrées 
(azote litrable au formol) est un peu plus élevée, l'élévation 
portant surtout sur les proportions d'azote ammoniacal. 

Si nous comparons les quantités absolues d'azote total trou- 
vées dans un litre de l’'Extrait M, nous voyons que cet Extrait M 
est environ trois fois plus riche en matière azotées que le 
Nuoc-mam considéré. 

D'autre part, sa teneur en sel est assez voisine de la teneur 
en sel du Nuoc-mam; on peut donc dire que, aux caractères 
organiques près, l'Extrait M est très semblable à un Nuoc-mam 
dessalé et concentré. 

Peut-on dessaler et concentrer le Nuoc-mam ? Oui, à n’en 
pas douter. | 

Afin de respecter le plus possible la composition initiale de 
ce produit nous nous sommes adressé au mode de concen- 
tration réalisé par une faible source de chaleur (70°) à laquelle 
venait s'ajouter l’action du vide. 

Nous donnons ci-dessous, avec la composition de l'ExtraitM, 
la composition du Nuoc-mam qui a subi la concentration et 
celle du produit de cette concentration : 4 litres de Nuoc-mam 
ordinaire nous ont donné 1 litre de produit concentré. 


NUOC-MAM 
RE 
ordinaire concentré EXTRAIT M 


AVE DUR RESTES EU RS ire dr lg » 8,4 13,4 
ALOLEALOLTAINEMERE RE SRE RC RENTE 25 ,08 66,08 62,7 
—AOMOlI NM NES Lee ES 18,00 43,01 33,6 
— /AMMONA CAE A CRE 5,3 19,32 9,07 
=", FAMINÉ A0 Meme UC ele MN 30,69 24,53 
ERA DOUTER EEE CR TNAE DS 149,00 687,6 
DL LRO RIVE El ARE 251,8 2AX la 202,4 
Extrait dessalé 20010 CM 4N Nr 19%,8 bATES 485 ,2 


Répartition de la matière azotée. 


NUOC-MAM 


Th. 2 


ordinaire concentré EXTRAIT M 


AZOUPRTO ALU Ie TT ANR 100 100 100 
RO OL EN se A IR, des Le 69 65,1 53,6 
—HAammMONniACAl. M ALENIIM. . 20 11,6: 14,5 
RARIROUT EU EMA, 49 46,5 39,1 


Si l’on compare le Nuoc-mam concentré au Nuoc-mam 
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ordinaire initial, on voit que la répartilion de ses matières 
azotées change peu; il y a une légère diminution des acides 
aminés et une diminution plus sensible de l'ammoniaque. 
Le liquide provenant de la distillation dans le vide renferme 
l'ammoniaque déficitaire. Le sel s'est déposé aux trois quarts 
entrainant avec lui une proportion importante de matières 
azotées : en effet, # litres de Nuoc-mam ordinaire représentent 
100 gr. 32 d'azote total et nous n’en retrouvons plus que 
66 gr. 08 dans le Nuoc-mam concentré. Il y a une perte d'un 
tiers de la matière azotée mise en œuvre; une partie de cette 
matière azotée perdue pourrait naturellement êlre récupérée 
par un lessivage et une purification du sel résiduaire. 

La comparaison du Nuoc-mam concentré avec l'Extrait M 
est intéressante : on voit que les quantités des différents élé- 
ments déterminés et les quantités de l’azote total en particulier 
sont très voisines dans les deux produits. 

Ce qui diffère davantage, c’est la répartition de cet azote total 
entre les différentes matières azotées ; il y a à la fois dans le 
Nuoc-mam plus d'azote titrable au formol, d'azote ammoniacal 
et d'azote aminé. La matière azotée dans le Nuoc-mam est un 
peu plus désintégrée que dans l’Extrait M. Mais c’est là seule- 
ment une différence de plus et de moins; on peut régler, par 
des doses de sel convenable, la transformation de la chair de 
poisson dans la fabrication du Nuoc-mam et rendre le produit 
de cette transformation identique au produit dénommé 
« Extrait M » qui nous occupe. 

Ainsi nous avons obtenu dans une expérience un Nuoc-mam 
qui, pour 100 parties d’azote total, renfermait : 


48,4 d'azote titrable au formol, 
9 — ammoniacal, 
39,4 —  aminé. 


Ce Nuoc-mam aussi riche en acides aminés était moins riche 
en azote ammoniacal que l'Extrait M; d'autres Nuoc-mam con- 
tenaient les mêmes proportions d'ammoniaque (13,6). 

Chimiquement parlant, le Nuoc-mam concentré peut donc 
être considéré comme très semblable sinon identique à la 
sauce « Extrait M ». Il en diffère cependant par ses caractères 
organoleptiques, odeur et saveur, qui rappelient le poisson. 
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Est-il possible de désodoriser ce Nuoc-mam concentré? Cela 
semble possible, et des recherches pourraient être effectuées 
dans ce sens qui aboutiraient à un résultat positif si l'utilisation 
du Nuoc-mam comme succédané de la sauce Extrait M devait 
représenter une opération commerciale rémunératrice. 

Dans ce cas, l’aire d'extension du Nuoc-mam se trouverait 
considérablement augmentée au grand bénéfice des provinces 
_productrices. 

Je donne ci-dessous la composition des produits de concen- 
tration du Nuoc-mam par différents procédés : chauffage à feu 
nu, au bain-marie, par distillation dans le vide et enfin par le 


Composition chimique d'un Nuoc-mam et de ses produits 
de concentration. 


AZOTE 
oo om 


ammo- 


acidité | total formol : aminé sel 
niacal 
Nuoc-mam initial. . . » 29,4 14,11 k,T 9,41 268,5 
Sauce obtenue à feu 
ENT I + AA AN 4,6 | 48,16 | 31,36 | 8,4 22,96 | 238,7 
Sauce eue au Dre 
MATE UE. à 4,6 51/52 33,15 9,18 23,97 241 ,2 


Sauce obtenue Das del 

tillation dans le vide.| 7,6 | 48,16 | 31,14 | S,51 | 22,63 | 229,3 
Sauce obtenue par dia- 

lyse et distillation 
dans le vide. . . . . 


AZOTE 
A" — 
total formol ammoniacal aminé 
Nuoc-mamhinilial: ::.:24.: 5. 4 100 63 21 42 
Sauce obtenue à feu nu . . . . 100 65,1 17,14 47,7 
Sauce obtenue au bain-marie . 100 64,3 17,8 46,5 
Sauce obtenue par distillation 
dans le vide . . . .…. 100 64,7 111 47 
Sauce obtenue par Hidlyse et 
distillation dans le vide . . . 100 63,1 8,4 54,1 
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dernier procédé de la distillation dans le vide joint à la dialyse. 
Par addition de magnésie calcinée au Nuoc-mam à concentrer, 
on se débarrasse d’une certaine quantité d’ammoniaque. 

On voit par les tableaux ci-dessus que les trois premiers 
produits de concentration du Nuoc-mam sont très voisins 
comme composition quantitative et répartition de la matière 
azotée. Ils diffèrent du Nuoc-mam initial par une diminution 
des proportions relatives d'ammoniaque due à l'évaporation 
et à l’action de la magnésie calcinée, et par suite par une 
proportion un peu plus élevée d'acides aminés. 

Le Nuoc-mam, obtenu par distillation dans le vide et dialyse, 
se sépare un peu des autres et est remarquable par sa faible 
teneur relative en ammoniaque, 8,4 au lieu de 17 et 21. 

Si l’on envisage les différents procédés opératoires employés 
pour l'obtention de ce même produit concentré, on voit que la 
sauce obtenue à feu nu risque de prendre un goût de brûlé; 
au bain-marie l’évaporalion est lente, la dialyse occasionne des 
pertes considérables. 

La distillation dans le vide paraît le procédé de choix; on 
pourrait la réaliser industriellement dans des appareils ana- 
logues à ceux utilisés pour la production du lait condensé. 
Peut-être, tout simplement, le procédé de l'évaporation par 
chauffage à la vapeur de vastes récipients serait-il suffisant. 
En tout cas, dans tous ces procédés l'emploi d’un agitateur à 
ailettes mû mécaniquement paraît indispensable. 

b) On trouve dans le commerce et destinées à l'alimentation 
sino-annamite, mais chinoise plus particulièrement, des sauces 
dites Soyou provenant d'un haricot, le Soya luspida. 

Ces sauces renferment les produits de la désintégration des 
matières albuminoïdes de ce haricot. 

Voici la composition chimique d'un Soyou estimé, Soyou 
marque F : 


Acidité à la phénolphtaléine . 6 gr. 8 par litre. 
AIZOLEMLOLAlE RES en ce de 28 gr. — 
PO LMOI EEE PP TE — 
—  ammoniacal . . . . . . 3 gr. 92 — 
= MhAMINÉ ENS RU 0: 10 gr. 86 — 
Extraire See CAS or: — 
Sel FR SNA ON. 253) or: 9 ss 


Ex AeSSAlÉ EME CDS er (1 — 


1° 
© 
E ? 
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La répartition des matières azotées pour 100 d'azote total est 
ainsi exprimée : 


AzoOte TOLAIE MEET. Ds 20 + OU 
= MMAOTINOLENAMRE NN. . . .\. 100598 
— ammoniacal. . 4 
LE SAIDIDÉ REA EE dre) le État RARES 


Les quantités de matières azotées et d'extrait brut et dessalé 
montrent que le Soyou se place, au point de vue des quantités: 
absolues de substances, entre le Nuoc-mam ordinaire et Ia 
sauce Extrait M; les proportions relatives des différentes 
matières azotées, la dose du sel montrent que, dans le Soyou 
comme dans le Nuoc-mam et la sauce Extrait M, nous avons 
affaire à des produits dérivés tous trois des matières albumi- 
noïdes selon un processus de désintégration identique. 

Soyou, Nuoc-mam et sauce Extrait M sont, au point de vue 
de la composition chimique relative, les mêmes produits qui, 
caractères organoleptiques mis à part, sont interchangeables, 

Les Soyou ou sauces chinoises vendues sans marque et des- 
tinées au commun peuple sont un peu plus complexes; il y 
rentre des mélasses et l’on y trouve des sucres réducteurs en 
très notable proportion. 

Voici les résuitats analytiques de quatre sauces de qualités 
différentes : 


Composition des sauces communes destinées à l'alimentation 
sino-annamite. 


AZOTE EXTRAIT 
CHLO- | mm 


ammn O0 - RURES 


phta- x ; 
Bin HN RE niacal brut 


Qualité extra 


0 $22 le litre . . 
Première qual. 

0 $ 12 le litre . . 
Deuxième qual. 

0 $ 10 lelitre . .{ 2,3 
Troisième qual. 

0 $ 06 le litre . .| 1,1 


La répartition de la matière azotée est la suivante : 
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AZOTE 


total formol |ammoniacal aminé 
Qualité extra. . . ... MERE: 100 50,4 12,6 31,8 
Premiere quai RER 100 39 AU 28,3 
Deuxième Qualité 100 32 9 23 
Troisième QUuaANtÉ M 0 STLA 7 


Tous ces résultats nous montrent que ces sauces paraissent 
ètre un mélange de Soyou ou autre matière albuminoïde 
dégradée avec des sucres réducteurs provenant de mélasses. 
L'addition de mélasse de prix inférieur au Soyou abaisse le 
prix de revient du mélange. Ces sauces constituent un condi- 
ment à vrai dire peu engageant pour un palais européen, mais 
elles n’en ont pa moins comme le Nuoc-mam et le Soyou une 
certaine valeur alimentaire. 

Au contraire, d’autres sauces agréables au goût ne sont que 
des condiments sans valeur nutritive. C’est ainsi que deux 
sauces anglaises analysées au même point de vue que les 
sauces précédentes nous ont donné les résultats suivants : 


Numéro 1 Numéro ? 
AGIR Net pour 1.000 10,3 12,6 
ANZOleNEOLAlSR PE — 3,08 4,2 
Or MORE — 115412 0,9 
—  ammoniacal. —— 0.67 0,7 
= “AMIE: 4)... en 0,45 0,2 
Chlorures ee — 30 01 14,04 


On voit qu’il n'y a là rien de comparable au Nuoc-mam, à 
l'Extrait M et au Soyou. 


CONCLUSIONS. 


Les conclusions qui découlent de l’ensemble des résultats 
analytiques exposés dans ce mémoire sont les suivantes : 

4° Le Nuoc-mam, la sauce Extrait M, le Soyou sont des 
produits de même nature, provenant tous trois de la désinté- 
gration à un même degré de matières albuminoïdes. Les matières 
albuminoïdes originelles diffèrent de même probablement que 
l'agent de; désintégration, mais la désintégration finale est la 
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même dans les trois cas et essentiellement les produits sont les 
mêmes. : 

I] y a entre eux des différences de quantités de matières 
azotées auxquelles viennent s'ajouter des différences dans les 
caractères organoleptiques tels que le goût et l'odeur, mais les 
différentes matières azotées produites sont les mêmes et dans 
les mêmes proportions relativement aux quantités de matière 
azotée totale. 

Nous avons vu qu'on peut passer du produit le moins riche 
(Nuoc-mam) au produit le plus riche (Extrait M) par la con- 
ceutration du premier produit. Il resterait à faire disparaître 
par un traitement approprié les caractères organoleptiques 
tels que saveur et odeur qui décèlent la matière albuminoïde 
originelle. 

Au point de vue économique, le Nuoc-mam, le Soyou et la 
sauce Extrait M constituent dans leur essence des sources de 
matières azotées assimilables moins coûteuses que la viande 
elle-même (chair d'animal ou de poisson) à laquelle on doit 
s'adresser pour l'alimentation. Ces produits pourraient rem-. 
placer économiquement non pas toute la viande d'une ration 
alimentaire, mais une importante quantité. Ils peuvent ainsi 
diminuer le prix de la vie, d’où l'intérêt qu'ils présentent. 

Or ilest très probable que le Nuoc-mam constitue la source 
de matière azotée assimilable la moins coûteuse parmi les trois 
sources considérées. 

Dans ces conditions, le remplacement par le Nuoc-mam du 
Soyou et surtout de sauce Extrait M pourrait très probable- 
ment constituer une opération industrielle commerciale rému- 
nératrice tout en restant avantageuse pour les consommateurs 
et les producteurs actuels du Nuoc-mam. 

La question que je viens de traiter au point de vue labora- 
toire demande à être étudiée industriellement et je la soumets 
aux intéressés. 

2° Les sauces dites anglaises sont de simples condiments 
dépourvus de valeur alimentaire propre. 


Saigon, le 23 septembre 1916. 


Le Gérant : G. M14ssoN. 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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DE 
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Mémoire publié à l'occasion du jubilé de E. METCHNIKOFF. 


DU MÉCANISME DE L'INFECTION DYSENTÉRIQUE, 
DE LA VACCINATION CONRTE LA DYSENTERIE 
PAR LA VOIE BUCCALE 
ET DE LA NATURE DE L'IMMUNITÉ ANTIDYSENTÉRIQUE |!) 


Par A. BESREDKA. 


I. — Essais de vaccination par la voie sous-cutanée. 
— Sensibilité du lapin vis-à-vis de l'ingestion des bacilles dysenté- 
riques tués. 
— Sensibilité du lapin vis-à-vis de l'inoculation du virus dans les 
veines et sous la peau. 
— Mécanisme de l'infection dysentérique. 
II. — Ingestion de bacilles dysentériques tués .et réaction agglutinante. 
— Ingestion de bacilles dysentériques tués et anticorps prévenlifs. 
— Ingestion de bacilles dysentériques tués et immunité active. 
— Mécanisme de l’immunité antidysentérique. 


Malgré la fréquence de la dysenterie bacillaire dans l'armée, 
jusqu'à présent on n'a presque pas eu recours à la vaccination. 
Non pas que l'on mette en doute l'efficacité de la méthode; les 
expériences de laboratoire sont aussi favorables au vaccin anti- 


(4) Voir la note préliminaire dans les C. R. Académie des Sciences, t. CLXVIT, 
p. 242, 5 août 1918. 


99 
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dysentérique qu'aux vaccins typho-paratyphiques. Ce qui 
empêche chez l'homme l'application du vaccin en question, 
c'est sa grande toxicité en injection sous-cutanée. 

Au début de la guerre, des essais de vaccination antidysen- 
térique furent tentés dans l’armée russe; on dut y renoncer, les 
bénéfices de la méthode ayant été jugés hors de proportion 
avec les accidents observés du fait de la vaccination. En Angle- 
terre, la question est à l’étude; on y cherche à pallier les incon- 
vénients de la vaccination par l'emploi d’un vaccin sensibilisé 
(Gibson). En Allemagne, la recherche d’un moyen prophylac- 
tique contre la dysenterie est de plus en plus à l’ordre du jour. 
À en juger par les récentes publications, les préférences des 
Allemands vont vers le vaccin préparé par Boehncke, dit 
« Dysbacta », qui est également une sorte de vaccin sensibilisé 
(combinaison de bacilles, de toxine et d’antitoxine dysentéri- 
ques). Plus de 200.000 personnes en ont déjà reçu. 

En France, il n’a été fait, à notre connaissance, usage systé- 
matique d'aucun vaccin antidysentérique, ni dans l’armée, ni 
dans la population civile (1). 

En présence des difficultés qu'offre la vaccination par la voie 
sous-cutanée, nous avons cherché à réaliser l’immunité anti- 
dysentérique par une autre voie. Le choix de cette dernière 
nous fut dicté par le siège des lésions dysentériques et par la 
porte d'entrée du virus. 

Nous décidämes de tenter la voie buccale. 


Par une longue pratique de vaccination contre divers anti- 


gènes (microbes, toxines, cellules), nous avons appris que l’on 


réussit à réaliser d'autant mieux un haut degré d’immunité 
que l'organisme est plus vivement impressionné par l'apport 
d’antigène ; inversement, l'organisme se laisse d'habitude diffi- 


(1) Un essai de vaccination a été fait en 1915, dans le Sud Tunisien, par Ch. 
Nicolle. Un millier de militaires ont dù recevoir, en injection sous-cutanée, 
d'abord 250 millions de bacilles en solution physiologique de fluorure de 
sodium, puis ultérieurement 750 millions. En raison d'un mouvement des 
troupes, la seconde injection ne fut pas pratiquée. L'action prophylactique 
de cet essai ne put donc pas être suivie. 


VACCINATION ANTIDYSENTÉRIQUE PAR VOIE BUCCALE 303 


cilement vacciner lorsque d'emblée il se montre peu sensible à 
l’antigène. 

Les animaux sont-ils sensibles vis-à-vis du virus dysenté- 
rique donné par la bouche? Telle fut done la première question 
que nous avons jugé utile de résoudre avant d'aller plus loin. 

Instruit par nos recherches antérieures sur l'endotoxine 
dysentérique (4), nous nous sommes adressé à la souris et 
surtout au lapin, ces animaux s'étant montrés dans nos expé- 
riences les plus sensibles à l’endoloxine, en injections intra- 
péritonéale et surtout intraveineuse. 

Comment l’ingestion de bacilles tués est-elle supportée par 
les lapins ? 

Les tentatives faites autrefois pour reproduire des maladies 
infectieuses per os avant échoué, il s'établit en bactériologie 
l'idée que les cultures tuées étaient inoffensives par cette 
voie; cela s’appliquail surtout à des bacilles dysentériques, 
typhiques, paratyphiques et à des vibrions cholériques. 

Si cette idée s’était montrée réellement exacte, nous aurions 
considéré les tentatives de vacciner par la bouche comme 
vouées d'avance à l'insuccès. 

Or, au cours des recherches entreprises, depuis le début de 
la guerre, sur la paratyphoïde B, étendues dans la suite à la 
dysenterie, nous avons vu que les animaux étaient effective- 
ment rebelles aux cultures mortes introduites par la bouche, 
mais que cet état réfractaire pouvait, dans certains cas, être 
facilement vaincu. Nous avons vu que l’on y parvient soit en 
administrant une dose suffisante des corps de microbes, soit en 
usant d’un artilice que nous avons décrit au sujet de l'infection 
par le bacille paratyphique B (2) 


ExPÉRIENCE |. — Deux petits lapins (1.360 grammes et 1.490 grammes, 
reçoivent par la bouche des bacilles de Shiga, tués par chauffage à 60° pen- 
dant une heure. Chacun avale la valeur d’un quart de culture sur gélose, en 
boite de Roux. 

Cinq jours après, les deux lapins sont trouvés morts. A l’autopsie : congestion 
intense des parois intestinales avec suffusions sanguines de place en place. 
Rien d’arormal en apparence dans les autres organes. Sang et bile stériles. 


ExPéRIENCE II. — Deux lapins vigoureux (2.100 grammes et 1 9$0 grammes) 


recoivent par la bouche un sixième de culture chauffée (60° — 1 h.), sur gélose. 


(1). Ces Annales, t. XX, p. 304; 1906." 
(2) C. R. Académie des Sciences, t. CLX VII, p. 212, 29 juillet 1918. 
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en boite de Roux On n'observe rien d'anormal dans l'allure des animaux: 
ils continuent à manger et à augmenter de poids. Au bout de cinq jours, on 
sacrifice l'un d'eux. A l’autopsie : au niveau de l'intestin, des foyers hémorra- 
giques circonscrits, témoins, très vraisemblablement, d'un processus inflam- 
matoire en voie de régression. 


Donc, contrairement à ce que l’on croyait généralement, les 
lapins sont loin d’être insensibles à l’ingestion des cultures 
mortes de bacilles de Shiga. Pour peu que la dose soit bien 
choisie, les lapins périssent d'intoxication : tout comme s'ils 
avaient été inoculés avec du virus vivant, ils présentent, à 
l’autopsie, des lésions siégeant principalement à l'intestin. 

En cas d’animaux résistants, ou en cas de doses faibles de 
bacilles tués, ceux-ci, administrés par la bouche, provoquent 
des lésions intestinales passagères, incapables de compromettre 
la santé de l'animal. 

Le lapin manifeste donc une sensibilité indéniable à l'inges- 
tion des bacilles chauffés; rien ne s'oppose par conséquent 4 
priori à ce que l'on puisse, comme nous l'avons fait remar- 
quer plus haut, vacciner le lapin par ingestion. 


Avant de passer aux essais d’immunisalion par la voie 
digestive, examinons la réceptivité du lapin vis-à-vis du virus 
dysentérique, introduit par la voie veineuse ou par la voie 
sous-cutanée. L’étude du mécanisme de celte réceptivité nous 
permettra de comprendre le mécanisme de la non-réceptivité, 
c'est-à-dire de l’immunité. 

Inoculons à un lapin dans la veine marginale de l'oreille 
une dose mortelle de bacilles vivants de Shiga. L'échantillon 
dont nous nous sommes servi tuait à un dixième de cullure 
sur gélose en tube de vingt-quatre heures. Suivant le cas, le 
lapin succombe le lendemain ou, au plus tard, le surlende- 
main. 

A l’autopsie, les lésions qui attirent surtout l'attention sont 
celles qui ont pour siège l'intestin : c’est d'abord l'aspect forte- 
ment dilaté des vaisseaux des parois, puis celui du contenu de 
l'intestin grèle, complètement liquide dans presque toute son 
étendue et riche en bulles de gaz. 
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Ce qui frappe surtout le bactériologiste, c'est la répartition 
du virus inoculé dans les veines, notamment sa localisation 
élective le long du canal intestinal. L'animal a beau périr dans 
les vingt-quatre heures qui suivent l'injection des bacilles dans 
le torrent circulatoire, le sang et les organes demeurent inva- 
riablement stériles. Il en est de même de l'appareil rénal qui 
ne véhicule aucun baville : l'urine est stérile. Par contre la 
totalité ou la presque totalité des bacilles se porte vers l'appareil 
intestinal par lequel s'effectue l'élimination au dehors. Ainsi 
la vésicule biliaire renferme des bacilles de Shiga en abondance 
et à l’état pur. L’ensemencement du contenu intestinal, depuis 
le duodénum jusqu'à la portion terminale de l'intestin grêle, 
révèle une masse de bacilles de Shiga, et, fait surprenant, ces 
bacilles y sont en culture absolument pure, à l'exclusion de 
tout autre microbe d'association. 


EXPÉRIENCE |. — 22 janvier. Lapin, 1.900 grammes; reçoit dans les veines 
1/10 culture en tube sur gélose de vingt-quatre heures de bacilles de Shiga 
vivants. | 

23 janvier. Paralysie du train antérieur. Il pèse 1.670 grammes. 

24 janvier. Trouvé mort le matin. A l'autopsie : congestion des parois 
intestinales. Vésicule biliaire distendue; bile brune. Vessie très pleine. Le 
sang du cœur est liquide. L'intestin grêle renferme dars presque toute son 
étendue un liquide verdâtre, visqueux et de nombreuses bulles de gaz. 

Le gros intestin est vide dans sa partie inférieure. 

Ensemencements : 

Sang stérile. 

Urine stérile. 

Bile : culture pure du bacille de Shiga. 

Duodénum : culture pure du bacille de Shiga. 

Intestin grêle à différentes hauteurs : culture pure du bacille de Shiga. 


EXPÉRIENCE IL. — 14 janvier. Lapin, 1.880 grammes; recoit dans les veines 1/10 
culture vivante en tube, de vingt-quatre heures sur gélose de Shiga. 

15 janvier. Mort le matin. A l’autopsie faite aussitôt : les vaisseaux de l'in- 
testin, grêle et gros, sont fortement injectés. La vésicule biliaire est de dimen- 
sions normales. Le contenu de l'intestin grêle depuis le duodénum est vis- 
queux, verdâtre. Rien d'anormal dans les organes. 

Ensemencements : 

Sang stérile. 

Bile : culture pure de Shiga. 

Contenu de l'intestin grêle prélevé à différents points : culture pure de. 
Shiga. 


Le 


Nous voyons done, d’après ces exemples, que l'roculation du 
oirus dysentérique a beau étre faite directement dans la cireu- 
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lation générale, elle ne donne jamais lieu à de la septicémie; 
bien que rapidement mortelle, l'infection demeure strictement 
limitée à l'appareil intestinal. 

Le tableau de l’autopsie est sensiblement le même lorsque, 
au lieu de bacilles vivants, on injecte dans les veines de l’endo- 
toxine dysentérique préparée d'après le procédé que nous 
avons décrit autrefois (1). Les ensemencements dans ce cas ne 
sauraient nous apprendre comment s'élimine l’endotoxine, 
mais, à en juger par les altérations macroscopiques, cette 
élimination doit se faire, en grande parlie, au niveau de la 
muqueuse intestinale. 


Ce qui est encore beaucoup plus instructif, c'est le sort du 
virus introduit dans le tissu cellulaire sous-cutané. 

Quand on inocule sous la peau des bacilles vivants à dose 
mortelle, on s'attend à voir le virus se généraliser et tuer 
l'animal par septicémie, d'autant plus que, pour déterminer 
la mort dans ces conditions, il faut injecter une grande quan- 
tité de bacilles. 

Or l'expérience nous montre que les choses se passent en 
réalité tout autrement. Le virus injecté sous la peau reste 
d'abord pendant quelque temps cantonné dans le tissu cellu- 
laire, à la manière des microbes nettement toxigènes. Les 
bacilles de Shiga se désagrègent sur place avec une extrême 
facilité, le produit toxique est porté au loin, principalement 
dans lPappareil intestinal pour lequel ce produit accuse une 
affinité toute particulière. 

Déjà à l'œil nu, on constate que c’est au niveau de l'intestin 
que siège le maximum des altérations. Cette constatation est 
corroborée, comme nous allons le voir, par la recherche de 
l’endotoxine dysentérique. 

Mais le processus ne s'arrête pas là : après l’endotoxine, ce 
sont Les bacilles dysentériques qui se mobilisent à leur tour. En 
quittant le‘tissu cellulaire sous-cutané, les bacilles se dirigent 
— fait extrêmement intéressant — directement vers la mu- 


1) Loc. cit. 
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queuse intestinale; ainsi, lorsqu'on fait l’autopsie d’un lapin 
qui vient de succomber à l’inoculation sous-cutanée, on à beau 
chercher le bacille de Shiga dans le sang, dans la rate, dans 
le foie ou dans l'urine; tous ces essais d'ensemencement res- 
lent stériles. Par contre, en ensemencçant la bile et surtout le 


contenu de l'intestin grèle, on a toutes les chances — à la 
condition que les ensemencements soient faits aussitôt après 
la mort — de trouver les bacilles de Shiga, et, en certains 


points, à l’état de culture pure. 
Comme tous les lapins réagissent d’une façon à peu près 
identique, nous nous contentons de citer un seul exemple. 


Lapin, 1.550 grammes, recoit sous la peau du ventre (7 novembre) deux cul- 
tures et demie en tube de bacilles de Shiga de vingt-quatre heures sur gélase, 
émulsionnéés dans 8 cent. cubes d’eau physiologique. 

Le lendemain ($S novembre) le lapin pèse 1.400 grammes. Il présente une 
plaque rouge œdémateuse au niveau de l'injection. Le surlendemain (9 no- 
vembre) il est malade; dans l'après-midi il a le train antérieur paralysé. 

Le 10 novembre, l'animal est complètement paralysé ; il pèse 1.270 grammes 
Comme il est à toute extrémité, on l'achève. 

A l'autopsie, on trouve, au niveau de l’inoculation, du tissu infiltré d'un 
liquide transparent rougeûtre. Le foie est congestionné el friable. Tous les 
viscères paraissent normaux, excepté l'intestin grèle dont les vaisseaux sont 
fortement dilatés. De place en place, on voit des plaques de Peyer turges- 
centes. Le duodénum et le reste de l'intestin grêle renferment un liquide 
visqueux verdàtre. La partie inférieure de l'intestin grèle renferme des 
matières complètement liquides, riches en épithélium desquamé. 

A l’ensemencement : le sang, le foie, la rate, l'urine, le duodénum sont 
stériles. La bile, très largement ensemencée, donne deux colonies de Shiga. 
Le contenu de l'intestin grêle, ensemencé à différents niveaux, donne de 
nombreuses colonies de bacilles de Shiga et, le plus souvent, à lFétat de 
culture pure. 

. Le liquide du tissu sous-cutané donne également une culture pure de 
bacilles de Shiga. 

Le contenu de l'intestin dilué d'eau physiologique, d’une part, et l'urine, 
d'autre part, sont filtrés sur papier filtre, et les deux filtrats, complètement 
transparents, sont additionnés de sérum antidysentérique fortement agglu- 
tinant. Au bout de deux heures de séjour au laboratoire, on voit ua préci- 
pité abondant se former dans les deux cas. Le contenu intestinal et l'urine 
renferment donc de lendotoxine; c’est, par conséquent, par les appareils 
rénal et intestinal que le virus s’élimine au dehors. 


Que doit-on conclure de l’ensemble de ces expériences, si ce 
n'est que le mécanisme de la toxi-infection dysentérique est 
invariablement le même, quelle que soit la porte d'entrée du 
virus? 
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Que le lapin soit infecté par la voie sanguine ou par la voie 
sous-cutanée, qu'il soit inoculé avec du virus vivant ou avec 
du virus inanimé, c'est-à-dire avec bacilles lués ou endotoxine, 
il ne sait réagir autrement que par son appareil intestinal. On 
peut exprimer cette idée encore autrement : quel que soit le 
mode d'administration du virus, l'animal réagit comme s'il 
en avait reçu directement par la voie buccale. 

Nous n'ignorons certes pas que la réceptivité de l'animal est 
loin d'être la même, suivant que l’on s'adresse à la voie 
veineuse, à la voie sous-cutanée ou à la voie buccale. Mais cette 
différence de réceptivité, sans contredire l’idée qui vient d'être 
émise, tient simplement à ce que toutes les voies ne se valent 
pas au point de vue du transport du virus vers l'organe sen- 
sible, c'est-à-dire, vers l'intestin. 

La voie veineuse est, comme on le sait, la plus sévère; c'est 
qu’elle est la plus directe et permet de porter, sinon intégra- 
lement, au moins une partie notable de virus, rapidement 

dans l'intestin. 

La voie buccale est la plus inoffensive, car le virus est dilué 
dans la masse alimentaire et, tout en subissant l’action de divers 
ferments rencontrés sur son chemin, a de plus l'avantage de 
s'acheminer très lentement vers le point terminus. 

La voie sous-cutanée est, certes, beaucoup moins sévère que 
la voie veineuse, mais elle n'a pas les avantages de la voie 
buccale : le virus reste en grande partie localisé au niveau 
de l'injection, donne naissance à de l’endotoxine sous la peau 
où l’on assiste à la formation d'un gros œdème. Ce n'est 
qu'une faible partie de virus injecté, qui réussit à s'échapper 
du filtre adsorbant sous-cutané et à parvenir Jusqu'à l'intestin. 

D'après cette conception, la dose du virus effectivement 
agissante ne varie guère : si l'on est obligé, pour obtenir le 
mème effet, de faire varier les doses au départ, c'est que, en 
empruntant des voies différentes, nous exposons le virus à 
subir en cours de route des pertes très inégales. 

À la lumière de celle conception du mécanisme de l'infection 
dysentérique, nous serons en état de mieux saisir le méca- 
nisme de l’immunité antidysentérique. 
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Au commencement du chapitre précédent nous avons vu 
que les lapins, auxquels on fait ingérer des bacilles de Shiga 
tués, réagissent de deux façons : ou ils succombent rapidement 
à l’intoxication dysentérique, ou ils survivent. L’issue dépend 
de la dose de bacilles ingérés et de la résistance de l'animal. 

Lorsque l'animal résiste à l'ingestion des bacilles, en 
garde-t-il un souvenir quelque peu durable? En d'autres 
termes, assiste-t-il indifférent au passage des bacilles à travers 
son canal intestinal, ou bien subit-il des modifications au sein 
de ses humeurs ou de ses tissus? 

La réaction la plus facile à metlre en évidence dans les 
humeurs, celle qui accompagne ou précède les autres, est 
sans contredit la réaction agglutinante. C'est à elle que nous 
nous adressâmes tout d’abord pour nous orienter. | 

L'expérience a porté d'abord sur trois lapins qui ont été 
soumis à une seule ingestion. 


Le sérum de trois lapins (1.680 grammes, 1.670 grammes, 1.830 grammes 
est examiné vis-à-vis du bacille de Shiga avant l'ingestion, puis après l'inges- 
tion de quatre cultures en tube, sur gélose, chauffées à 600 — 1h. 

Avant, les sérums agglutinaient les bacilles de Shiga faiblement à 1/25. 
Après, le pouvoir agglutinant, examiné à différents intervalles, a donné les 
chiffres suivants pour les trois sérums au bout de onze jours : 1/100, 1/100, 
1/50; au bout de dix-huit jours, 1/200, 1/200, 1/100; au bout de un mois, 1/50, 
4/25, 1/95. 


L'expérience suivante à porté sur six lapins (de poids va- 
riant de 1.720 à 1.930 grammes). Il s'agissait de savoir quel 
était le pouvoir agglutinant dé leurs sérums après qu'ils 
avaient subi une double ingestion de bacilles dysentériques. 
Les quantités de corps microbiens administrées ayant été à la 
limite de la dose mortelle, trois lapins ont succombé au cours 
de l'expérience. 

Voici un court résumé concernant chacun de ces lapins. 

Lapin 64. — 26 décembre, pèse 1.800 grammes, reçoit per os un sixième de 


culture en boîte de Roux, de bacilles de Shiga chauffés (60° — 1 h.) (la boite 
entière est délayée dans 40 cent. cubes d'eau physiologique; on prélève 
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6 1/2 c.c. d'émulsion auxquels on ajoute de la bile de bœuf et de la réglisse, 
en tout 25 cent. cubes). ' 

3 janvier, pèse 1.180 grammes; reçoit per os un cinquième de culture en 
boite de Roux, dans les mêmes conditions que précédemment. 

11 janvier, pèse 1.750 grammes ; on le saigne à l'oreille; son sérum n'agglu- 
tine pas le bacille de Shiga à 1/50 (il n'a pas élé fait de tilrage au-dessous de 
ce taux) 

15 janvier, pèse 1.850 grammes; on le saigne à l'oreille; son sérum n'agglu- 
tine pas à 1/50 (comme le sérum normal agglutine parfois à 1/25, il n'a pas 
été fait d'essai à un taux inférieur à 1/50). 

Lapin 65. — Mort d'intoxication dysentérique quatre jours après la pre- 
mière ingestion (1/6 boîte) de corps microbiens. 

Lapin 66. — Mort d'intoxication dysentérique six jours après la seconde 
ingestion (1/5 boîte) de corps microbiens. 

Lapin 61. — 26 décembre, pèse 1.720 grammes, reçoit per os 1/6 de culture 
de bacilles de Shiga, chauftés (60° — 1 h.) en boite de Roux. 

3 janvier, pèse 1.500 grammes; reçoit per os 1/5 de culture de bacilles de 
Shiga, chauffés (60° — 1h.) en boîte de Roux. 

11 janvier, pèse 1.600 grammes; on le saigne à l'oreille. Son sérum n'agglu- 
tine pas le bacille de Shiga, 1/50 (il n'a pas été titré au-dessous de ce taux). 


Lapin 68. — 26 décembre, pèse 1.930 grammes; reçoit per os 1/5 de culture 
de bacilles dysentériques tués par la chaleur (60° — 1 h.) en boite de Roux. 

3 janvier, pèse 2.000 grammes; reçoit per os la même dose que précé- 
demment. 

11 janvier, pèse 1.920 grammes: on le saigne à l'oreille. Son sérum n'agglu- 
tine pas le.bacille de Shiga à 1/50 (il n’a pas été fait de titrage au-dessous). 

28 janvier, pèse 2.070 grammes; on le saigne à l'oreille. Son sérum n'agglu- 
tine pas à 1/50. 

Lapin 69. — Mort d'intoxication dysentérique quatre jours après la pre- 
mière ingestion (1/5 boite) de corps microbiens. 


Nous voyons donc que chez les lapins de la première expé- 
rience, qui n’ont eu qu'un seul repas microbien, le pouvoir 
agelutinant du sérum a atteint, après dix-huit jours, le titre 
maximum de 1:200. Après un mois, la teneur du sérum en 
agglutinines avait déjà tendance à revenir à la normale. 

Chez les lapins de la seconde expérience, qui avaient reçu deux 
repas microbiens, à huit jours d'intervalle, l'examen du 
sérum, fait à la suite du deuxième repas, à des intervalles de 
huit, douze, vingt-cinq jours, ne révéla aucune trace d'agglu- 
tinine. 

Nous devons donc conclure que l'ingestion de bacilles dysen- 
tériques tués, à dose massive, est suivie de production d'ag- 
glutinine spécifique pendant un temps qui est limité. Lorsqu'on 
renouvelle l'administration de bacilles et que l’on examine le 
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sérum dans le mois qui suit la seconde ingestion, on ne cons- 
tate plus trace d’agglutinine dans le sérum : on dirait qu'après 
la première absorption de microbes, l'intestin se refuse d'en 
absorber une nouvelle quantité. 

Bornons-nous pour le moment à constater ce fait; nous y 
reviendrons plus bas. 


Et des anticorps préventifs, en existe-t-il dans le sérum des 
lapins, ayant avalé des corps de bacilles dysentériques? À priorr, 


x 


rien ne s'oppose à ce que ces anticorps soient présents dans le 
sérum, alors même que ce dernier serait dépourvu d’agglu- 
tinine. 

Les trois lapins (64, 67,68), dont l’histoire est rapportée plus 
haut, ont été saignés au huitième et au dixième jour après le 
second repas. 

Leurs sérums ont été injectés, à litre préventif, à des souris; 
le lendemain, il a été inoculé à ces dernières dans le péri- 
toine une dose mortelle de bacilles de Shiga vivants. 

Des souris témoins furent inoculées dans les mèmes condi- 
tions, après avoir recu la veille, à titre préventif, du sérum de 
lapin normal. 


ExPéRIENCE Ï. — 13 janvier. Une souris blanche (n° 1) reçoit sous la peau du 
dos 1 cent. cube de sérum mixte provenant d'un mélange, à parties égales, 
des sérums de trois lapins (64, 67, 68), saignés huit jours après le second 
repas microbien. 

Une souris blanche (n° 2) recoit sous la peau de dos 1 cent. cube de sérum 
normal de lapin. 

Une souris blanche (n° 3) ne recoit rien. 

14 janvier. Il est inoculé aux trois souris dans le péritoine 1/30 de culture 
de vingt-quatre heures en tube sur gélose de bacilles de Shiga vivants. 

15 janvier. La souris n° 1 est malade. 

La souris n° 2 est mourante. 

La souris n° 3 est malade. 

16 janvier. Les deux souris (n° 1 et 2) sont trouvées mortes: la souris n° 3 
s’est rétablie, 


Expérience Il. — 20 janvier. Une souris grise (n° 1) reçoit sous la peau du 
dos 1 cent. cube de sérum du lapin n° 64 (voir plus haut) saigné douze jours 
après le second repas microbien. 

Une souris grise (n° 2) reçoit sous la peau du dos 1 cent. cube de sérum de 
lapin neuf. 
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Une souris grise (n° 3) ne reçoit rien. 

21 janvier. On inocule aux trois souris dans le péritoine 1/20 culture de 
vingt-quatre heures sur gélose de bacilles de Shiga vivants. 

22 janvier. Trouvées mortes les souris n°° 1 et 2; la souris n° 3 est malade. 

23 janvier. Trouvée morte la souris n° 3. 


La conclusion s'impose : le sérum des lapins ayant ingéré à 
deux reprises, à huit jours d'intervalle, des corps baciliaires 
de Shiga, ne possède pas d'anticorps préventifs. 


Il nous reste à voir comment nos lapins, qui ne véhiculent 
dans leur sang ni agglutinine, ni anticorps préventifs, ni, vrai- 
semblablement, aucun autre anticorps, se comportent, lorsqu'on 
leur inocule dans le sang une dose sûrement mortelle de virus 
dysentérique. 


EXxPÉRIENCE I. — 20 juin. Lapin 24, 1.880 grammes: il avait reçu per os le ler juin, 
c'est-à-dire trois semaines auparavant, 1/5 de culture en boîte de Roux de 
bacilles de Shiga chauffés à 60° pendant une heure. Le 20 juin on lui injecte 
dans la veine marginale de l'oreille 1/10 de culture de vingt-quatre heures 
sur gélose de bacilles Shiga vivants. 

Lapin 25, témoin, 1.880 grammes, recoit la même dose de bacilles vivants 
de Shiga dans les veines. 

21 juin. Le lapin 25 est trouvé mort. Le lapin 2% va bien. Il survit définiti- 
vement. 


EXPÉRIENCE IT. — 23 juillet. Lapin 26, 2.180 grammes, avait reçu per os le 12 juillet 
et le 15 juillet, 1/10 culture en boîte de Roux de Shiga chauffée (60° — 1 h.). 

Lapin 27, 2.070 grammes, avait reçu per os le 12 juillet et le 15 juillet, d'abord 
de la bile de bœuf (8 cent. cubes) et aussitôt après, 1/10 culture de Shiga 
chauffée, 600 — 1 h., en boîte de Roux. 

Lapin 28, témoin, 2.400 grammes. 

23 juillet. Huil jours après la deuxième ingeslion de microbes, on inocule 
aux trois lapins la même dose de virus vivant (1/10 culture sur gélose) dans 
les veines. 

De trois lapins, seul le témoin est mort le lendemain dans la soirée; les 
deux autres survécurent définitivement. 


EXPÉRIENCE III. — 22 janvier. Lapin 67, 1.130 grammes (voir page 310); il 
avait reçu per os à deux reprises des bacilles de Shiga tués,-le 26 décembre 
et le 3 janvier), reçoit dans les veines 1/10 cullure Shiga vivante sur gélose. 

Lapin 13, neuf, 1,900 grammes, recoil dans les veines la mème dose. 

23 janvier. Le lapin 67 pèse 1.540 grammes (a perdu depuis hier 190 grammes), 
il va assez bien, il mange. 

Le lapin T3 pèse 1.670 grammes {a perdu depuis hier 230 grammes), il a le 
train antérieur paralysé. 
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24 janvier. Le lapin 61 pèse 1.550 grammes. Il survit définitivement. 

Le lapin T3 est trouvé mort. A l’autopsie : congestion intense des vaisseaux 
intestinaux. L’intestin grêle est rempli, dans toute son étendue, d’un liquide 
verdâtre contenant des bulles de gaz. Le sang du cœur, liquide, est stérile. 
L'urine, qui distend fortement la vessie, est stérile. Par contre, la bile, le 
contenu du duodénum et le contenu de différentes portions de l'intestin 
grèle, donnent à l'ensemencement une cullure pure de bacilles de Shiga. 


ExréRience IV. — 16 janvier. Lapin 64, 1.850 grammes (voir chap. II : il 
avait recu per os, à deux reprises, des bacilles de Shiga tués, le 26 décembre 
et le 3 janvier), reçoit dans les veines 1/10 cullure de Shiga vivante sur 
vélose. 

Lapin 72, neuf, 1.880 grammes, reçoit dans les veines la même dose. 

17° janvier. Le lapin 64 pèse 1.650 grammes; va bien. 

Le lapin 72 est mort le matin. A l’autopsie, on constate les mêmes altéra- 
tions que chez le témoin (n° 73) de l'expérience précédente. Comme chez ce 
dernier, l'ensemencement du sang reste stérile, tandis que celui de la bile 
et du contenu de l'intestin grêle, puisé à différentes hauteurs, donne une 
cullure pure de bacilles de Shiga. 

29 janvier. Le lapin 64 pèse 2.000 grammes. 


Dans les expériences qui précèdent, il s'agit tantôt des lapins 
qui avaient été soumis à une seule ingestion et renferment, 
par conséquent, une faible quantité d'anticorps (Exp. 1), tantôt 
des lapins qui, ayant été soumis à deux ingestions, ne renfer- 
ment aucun anticorps dans le sang (Exp. If, IE, IV. 

Les uns et les autres se comportent de mème, en face d’une 
épreuve qui tue le témoin en vingt-quatre heures; c'est-à-dire : 

Les lapins traités avec des cultures chauffées de bacilles de 
Shiga per os deviennent solidement vaccinés contre l'infection 
dysentérique mortelle. 

Des résultats de même ordre peuvent être obtenus chez des 
souris auxquelles on fait manger du pain trempé dans des cul- 
tures de bacilles dysentériques, tués par la chaleur. Pour faire 
mieux accepter aux souris ces repas microbiens, on les laisse 
à jeun pendant vingt-quatre heures, la veille de l’expérience. 
On leur donne ensuite des microbes à avaler, deux fois, à huit 
jours d'intervalle. L'épreuve par la voie péritonéale (1/20-1/30 
de cullure de vingt-quatre heures sur gélose) est faite une 
dizaine de Jours après le second repas vaccinant. Les témoins 
meurent en moins de vingt-quatre heures. Les souris vaccinées 
présentent, suivant le cas, une survie de plusieurs Jours ou 
définitive, probablement selon la dose des microbes qu'elles 
avaient ingérés. 
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De toutes ces expériences, qu'il serait inutile de multiplier, 
découle avec évidence le fait que l’ingestion de bacilles dysenté- 
riques tués, seuls ou de préférence mélangés avec de la bile, 
pratiquée une seule fois ou de préférence répétée deux fois, 
confère une immunité active solide; cette immunité est telle 
que l'animal peut affronter impunément l’inoculalion du virus 
la plus sévère, celle qui emporte le témoin, lapin ou souris, en 
vingt-quatre heures. 


Rappelons que les lapins en expérience ne renferment dans 
leur sang d'anticorps décelables ni in vitro, ni in vivo. L’immu- 
nité qu'ils acquièrent est donc d'essence locale. Elle s'établit, 
comme tout nous porte à croire, au niveau de l'intestin, à la 
suite d’une ébauche des lésions dysentériques, conséculives à 
la première ingestion de corps bacillaires. | 

C'est à la faveur de l'érosion ébauchée de la muqueuse 
intestinale qu’une partie de l’antigène réussit à traverser la 
paroi de l'intestin, à pénétrer dans le sang et à y donner 
naissance à quelques anticorps, notamment, à des aggluli- 
nines. Mais, dès que cette effraction première de la paroi est 
réparée, une immunité solide s'établit. La barrière intestinale 
devient infranchissable. On a beau renouveler l’ingestion de 
microbes; aucun antigène ne saurait plus trouver accès au 
sang circulant; aucun anticorps ne saurait non plus y prendre 
naissance. 

Cette immunité locale intestinale, consécutive à l'ingestion 
des microbes, comment la placer par rapport à l'immunité 
générale ou à l’immunité tout court, qui est acquise à la suite 
de la vaccination par la voie sous-cutanée? 

L'immunité intestinale est-elle une manifestation locale de 
l’immunité générale et, comme telle, lui est-elle subordonnée, 
ou bien les deux immunités s’établissent-elles indépendamment 
l’une de l’autre? Enfin, y a-t-il intérêt à vouloir obtenir, en 
vue de la vaccination active, l’immunité générale, c’est-à-dire 
la production des anticorps dans le sang, comme c'est l'usage 
aujourd'hui? 

À notre avis, qu'il s'agisse de la dysenterie ou de la fièvre 
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paratyphoïde B et même de la fièvre typhoïde, comme nous le 
montrerons prochainement, les animaux n'ont qu'un seul et 
unique moyen d'acquérir l’immunité active. Nous estimons 
que, quel que soit le mode de vaccination que l’on adopte, 
qu'on la pratique par la voie sous-cutanée, intra-veineuse ou 
intra-buccale, l'immunité active qui en résulte est invariable- 
ment la même : elle est locale, c'est-à-dire, intestinale. 

Dans toutes ces affections à localisations intestinales, la vac- 
cination n'est efficace, d'après nous, qu'autant que le vaccin 
arrive, en dernier lieu, au contact de l'intestin ou de cer- 
taines zones de ce dernier. Si la vaccination est plus effi- 
cace par la voie veineuse que par la voie sous-cutanée, c’est 
parce que le vaccin, en empruntant la voie veineuse, arrive 
rapidement et presque intégralement jusqu'à l'intestin. C'est 
pour la même raison que la vaccination est plus efficace quand 
on s'adresse à un vaccin vivant, sensibilisé ou non, qu’à un 
vaccin mort. Dans le mème ordre d'idées, on s'explique pour- 
quoi la vaccination par la voie sous-cutanée exige, pour être 
efficace, des doses massives et répélées : c'est que, plus on 
introduit de corps microbiens sous la peau, plus il en échappe 
au filtre sous-cutané et plus il parvient d’antigène non modifié 
jusqu'à l'intestin. 

Lorsque nous nous adressons, dans la pratique journalière, 
pour vacciner, à la voie sous-cutanée, nous empruntons une 
voie détournée : une grande parlie de la substance vaccinante 
reste en route; fixée sur Les éléments du tissu conjonctif elle 
ne parvient donc jamais à destination. La voie intrapérito- 
néale et surtout la voie veineuse, qui constituent des lignes de 
tratisit, pour ainsi dire, directes, sont précieuses, certes, au 
point de vue de l’économie du vaccin, mais elles ne sont pas 
pratiques, en raison des réactions secondaires qu'elles com- 
portent. 

Le mode de vaccination de choix est sans conteste celui qui 
emprunte la voie buccale : le vaccin va directement au but et il 
comporte, en plus, le maximum de sécurité. 

En examinant, au chapitre précédent, le mécanisme de 
l'infection par des bacilles dysentériques vivants, nous avons 
vu que, quelle que soit la porte d'entrée du virus, les ravages 
qu'il occasionne sont toujours les mêmes; ils sont localisés au 
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même endroit, et leur intensité est en raison directe du nombre 
d'individus qui arrivent au contact de la muqueuse intestinale. 
-Nous pouvons en dire autant du vaccin antidysentérique 
quelle que soit la porte d'entrée du vaccin, son mode d'action 
est toujours le même, et cette action bienfaisante se mesure par 
la quantité d’antigène qui parvient jusqu à l'organe sensible, 
c'est-à-dire, jusqu'à l'intestin. 

Quant aux anticorps qui apparaissent dans le sang lors de la 
vaccination par les voies autres que la voie buccale, ils sont 
surtout utiles, à notre avis, en vue de l'immunité passive. Dans 
l'immunité active, leur rôle est nul, comme nous le montre 
l'expérience. Nous dirons même plus : quand on vise l'immu- 
nité active, on ne doit pas rechercher les anticorps; on a tout 
intérêt, au contraire, à en éviter la production, car celle-ci s'ac- 
quiert au prix de réactions parfois très graves de l'organisme. 

Ce que nous venons de dire au sujet de la dysenterie, 
s'applique à la fièvre paratyphoïde B, et à la fièvre typhoïde, 
comme nous Je montrerons dans un prochain mémoire. 

Dans les expériences à venir, il reste deux points à mettre 
au clair : 4° la durée de l’immunité locale obtenue par la voie 
gastro-intestinale; 2° le mécanisme intime de cette immunité 
locale, c'est-à-dire la localisation de l'appareil cellulaire de 
l'intestin, qui préside à la production de cette immunité. 

En terminant, faisons remarquer que des essais prélimi- 
naires chez l'homme nous ont montré que l’administralion par 
la voie buccale des bacilles de Shiga tués ne s'accompagne 
d'aucune réaction, ni locale ni générale. 


CONCLUSION 5 


I. — Les lapins manifestent une sensibilité incontestable 
aux bacilles dysentériques tués, introduits par la voie buccale. 
Ils succombent à l'intoxication ou survivent définitivement, 
après avoir présenté dans ce dernier cas des altérations passa- 
gères au niveau de l'intestin. 

L'introduction des bacilles dysentériques vivants par la voie 
veineuse tue le lapin avec des lésions siégeant au niveau de 
l'intestin. : 
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Quelle que soit, d'ailleurx, sa porte d'entrée, qu'il soit intro- 
duit par la voie veineuse ou par la voie sous-cutanée, le virus 
dysentérique vivant ne donne jamais lieu à de la septicémie. 

En cas d’inoculation intraveineuse, le virus s’élimine direc- 
tement par les voies digestives. En cas d’incculation sous- 
cutanée, le virus reste d'abord localisé au lieu de l'injection 
et exerce son action à distance en mettant en liberté de l’endo- 
toxine qui présente une affinité particulière pour l'intestin; 
plus tard, les bacilles inoculés sous la peau se frayent un pas- 
sage à travers les tissus et s'éliminent uniquement par les 
voies intestinales, tout comme en cas d’inoculation intravei- 
neuse. 

IT. — Les bacilles dysentériques tués, administrés par la 
bouche, ne donnent lieu à la production d'agelutinine qu'à la 
suite de la première ingestion. Dans la suite, les agglutinines 
ne se forment plus dans le sang. 

Il-en est de même des substances préventives : on n'en 
constate pas la présence à la suite de l'administration, surtout 
répétée, de bacilles dysentériques tués par la bouche. 

L'absence des anticorps dans le sang n'exclut pourtant pas 
l'acquisition par l'animal d'une immunité active solide, même 
vis-à-vis du virus vivant inoculé directement dans le sang. 

Cette immunité, consécutive à l’ingestion de cultures mortes, 
comme celle consécutive à leur injection dans les veines, 
sous la peau où en n'importe quel autre point de l'économie, est 
de nature locale intestinale. 


RECHERCHES 
SUR L'ACTION BACTÉRICIDE DE DIVERS SÉRUMS 
ANTIMICROBIENS 


par M. NICOLLE, C. JOUAN et E. DEBAINS. 


Nous nous proposons de rapporter un certain nombre d'expé- 
riences de titrage, effectuées par la méthode dite des plaques 
(boîtes de Petri). Après avoir envisagé la /echnique suivie et les 
résultats obtenus, nous dirons quelques mots de la méthode au 
bleu de méthylène, dont l'emploi s'est montré, malheureuse- 
ment, sans valeur. 


TECHNIQUE SUIVIE 


Nous avons fait usage de la technique (inédite) de Jouan et 
Staub, en la perfectionnant autant que possible. Elle se résume 
dans les deux procédés suivants, dont le second, imaginé à la 
fin de nos recherches, nous paraît offrir de grands avantages. 

Mentionnons, une fois pour toutes, que l’ensemble des mani- 
pulations doit être conduit avec une asepsie rigoureuse. 


Premier procédé. 


On cultive les germes, sur gélose Martin, pendant six heures 
(37°). On les émulsionne dans l’eau physiologique, additionnée 
de bouillon Martin au vingtième, à raison de 1 centigr. de 
microbes pour 20 cent. cubes de liquide. On fait alors, en 
partant de cette première émulsion, une dilution telle qu'elle 
contienne de 400 à 1.500 gefmes vivants par 1/20 cent. cube. 
Pour cela, on étend d'abord au quart la première émulsion 
avec l’eau physiologique-bouillon Martin et on porte ensuite 
1/20 cent. cube de la seconde dilution, ainsi obtenue, dans 
100 cent. cubes d'eau physiologique-bouillon Martin. On 
réparlit en tubes, par volumes de 1 cent. cube, d'après le 
schéma suivant : 
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pour ensemencement immédiat. 
pour ensemencement après 2 heures à 370. 
2, Emulsions + sérum frais de cobaye (complément). 
Selon les cast rcic. 12410720 'e. 010 l'elc 40 rcte 
. Emulsions + sérum frais de cobaye + sérum normal (non chauffé) 
10 ACC MOIS CAMEC NC 10 PF CC T0 NC;;c: 
(On fait autant de séries qu'on a choisi de doses de complément.) 
4. Emulsions + sérum frais de cobaye + sérum anti (non chauffé) : 102 c.c., 
1e culte cr 1Ercle. rte crAS cc, A0 SE. c., 10—%eLc. 
(On fait autant de séries qu’on a choisi de doses de complément.) 


1. Emulsions telles quelles 
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On agite, on ensemence 1/20 cent. cube de la première des 
émulsions telles quelles, on laisse les autres deux heures à 37°, 
on les agite ensuite et on ensemence 1/20 cent. cube de chaque 
tube dans un tube de gélose Martin fondue, que l’on coule en boîte 
de Petri, la répartition homogène étant assurée par agitation de 
la gélose dans la boîte. Après vingt-quatre heures, on lit à la 
loupe. Si le nombre des colonies ne dépasse pas la centaine, on 
les compte individuellement. Lorsqu'elles sont plus nom- 
breuses, on pratique la numération de plusieurs centimètres 
carrés, au moyen d'un carton perforé, on fait la moyenne et on 
multiplie par la valeur de la surface, évaluée également en 
centimètres carrés. 

Le procédé que nous venons d'exposer sera appelé abréviati- 
vement « Méthode l-Émulsion 1/4 » sur les tableaux. Quand 
nous avons étendu là première émulsion au 1/10 ou au 1/20, 
on trouvera, comme indication : « Méthode I-Émulsion 1/10 
ou 1/20 ». 


Deuxième procédé. 


On cultive les germes, sur gélose Martin, pendant vingt- 
quatre heures (37°). On peut aussi les cultiver pendant six 
heures; affaire de commodité, cela n'offre aucune importance. 
On les émulsionne, dans le bouillon Martin bouwilli un quart 
d'heure (puis refroidi), à raison de 1 centigr. par 20 cent. cubes 
de liquide, etc., comme plus haut — mais on opère à 44°: on 
ajoute le sérum, normal ou anti, immédiatement et le complé- 
ment après une demi-heure; on ensemence après une heure 
(sauf, bien entendu, la première des émulsions telles quelles). 

Dans cette seconde méthode, on se propose d'opérer sur un 
nombre de germes constant, c’est-à-dire d'effectuer la bacté- 
riolyse comme on effectue couramment l'hémolyse. Pour main- 
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tenir invariable la quantité de microbes choisie, il convient 
d’expérimenter à 44°, température qui arrête le développement 
et de faire usage de bouillon Martin « régénéré » par l’ébulli- 
tion, mileu qui empêche la diminution numérique des 
bactéries. 

Inutile d'ajouter que notre technique repose sur toute une 
série de recherches préalables qui nous ont garanti la constance 


des résultats. 


C'est également l'examen comparatif de nombreuses expé- 
riences qui nous à dicté les règles suivantes, permettant 
d'évaluer le pouvoir bactéricide des sérums. 

1° La dose de complément est considérée comme bonne, 
lorsque la quantité de germes, obtenue après vingt-quatre 
heures (méthode 1) ou une heure (méthode IT) dans les émul- 
sions additionnées de complément, représente au moins le 1/3 
(ou peu s’en faut) de celle que contiennent les émulsions telles 
quelles après le même temps. Donc : les émulsions telles quelles 
servent de témoins aux émulsions-complément. 

2° Un sérum, normal ou anti, est considéré comme bactéri- 
cide, lorsque la quantité de germes, obtenue en fin d'expérience 
avec les émulsions additionnées de complément et de sérum, 
représente au plus le 1/5 de celle que contiennent, après 
le même temps, les émulsions additionnées d'une dose iden- 
tique de complément. Donc: les émulsions-complément servent 
de témoins aux émulsions-complément-sérum. 

3° Un sérum anti est considéré, bien entendu, comme spéci- 
fiquement bactéricide, quand il se montre plus actif que le 
sérum normal (pour une même dose de complément); sa puis- 
sance véritable se mesure par la différence entre le titre observé 
et celui du sérum normal ou par le rapport entre le titre observé 
et celui du sérum normal (comme l'erreur absolue se mesure 
par une différence et l'erreur relative par un rapport). Nous 


y reviendrons plus loin. 
Sérums étudiés. 


SÉRUMS ANTITYPHIQUES. 


(1) Sérums de trois chevaux immunisés. — TS (saignées 95 et 33); TS? (sai- 
gnées 3 et 8); TS (saignée 2). Le sérum TS (33) a été étudié par les méthodes I 
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el Il; les sérums TS?(8) et TS* (2), par la méthode II seule. Tous les autres 
sérums utilisés dans nos recherches ont été étudiés exclusivement par la 
méthode I. — Les sérums TS, TS°, TS* proviennent d'animaux immunisés 
avec des extraits microbiens (méthode de Rowland, au sulfate de soude). 

(2) Sérums de trois personnes, vaccinées par le bacille typhique tué à 


l'alcool-éther. 
3) Sérum d'un typhique. 
Les sérums antityphiques n'ont été employés que contre le bacille typhique. 


SÉRUMNS ANTIPARATYPHIQUES À. 


Sérums de deux chevaux immunisés. — AS° (saignées 18 et 19); AS‘ (saignées 
2 et 3). — Animaux traités par les extraits au sulfate de soude. 
Elude exclusive sur le germe correspondant. 


SÉRUMS ANTIPARATYPHIQUES B. 


Séruins de. deux chevaux immunisés. — PS *J (saignées 11, 12 et 13); PS 
(saignée 5). — Animaux traités par les extraits au sulfate de soude. 

Les sérums PS‘ J (11 et 13) et PS‘{(5) ont été étudiés sur le bacille para- 
typhique B; les sérums PS J (12) et PS*{(5, sur le bacille typhique; le sérum 
PS*{(5), sur le bacille paratyphique A. 


RÉSULTATS OBTENUS 


Ils sont compris dans une série de tableaux, qu'il convient 
d'interpréter à divers points de vue. Cette interprétalion peut 
se résumer de la manière suivante. z 


Multiplication des germes, chez l'émulsion témoin. 


Variable pour la méthode 1, nulle pour la méthode 11; d’où 
l'avantage capital de ce second procédé. Il faut se représenter 
les expériences I comme des hémolyses, dans lesquelles on 
opérerait avec une émulsion globulaire sans cesse croissante 
el les expériences II comme des hémolyses classiques, sous 
masse globulaire constante. 


Action du « complément » seul. 


Le « complément » (sérum frais de cobaye) a réduit le 
nombre des germes dans 9/10 des cas et ne s’est pas opposé à 
leur développement dans 1/10. Ces dernières expériences sont 
schématiques. Théoriquement, ni le complément ni la bacté- 
riolysine ne devraient agir isolés. Pratiquement, celle-ci 
demeure inefficace (tableau XIX). Si le sérum frais de cobaye 
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manifeste, le plus souvent, une activité indéniable, c'est qu'il 
renferme, en dehors du complément, une bactériolysine nor- 
male dont on ne sait point le débarrasser et qui varie, comme 
intensité (ou quantité), d’un animal à l’autre. 


Action des sérums normaux. 


Eux aussi, contiennent une bactériolysine normale, dont 
l'activité n'est pas constante, mais qui s'est toujours mani- 
festée, sauf dans l'expérience XVI, sous le volume de 10 —*cent. 
cube. Il convient de noter que l'expérience X VI concerne le 
bacille paratyphique B, très résistant à la bactériolyse. Celle-ci 
serait sans doute obtenue avec une quantité suffisante de sérum 
normal. 


Action des sérums anti. 


Il convient d'envisager, séparément, le pouvoir bactéricide et 
le pouvoir inhibiteur. 


Pouvoir BACTÉRICIDE. 


Nous l’étudierons en lui-même et dans ses rapports avec les 
pouvoirs agglutinant et fixateur. 


Sous le nom de pouvoir fixateur, nous entendons le pouvoir bactérioly- 
tique, tel qu'il se manifeste quand on emploie l'épreuve de fixation (Bordet- 
Gengou). 


Quelques mots au sujet de la mesure d’un « pouvoir ». Un 
pouvoir, évalué en unités, représente l'inverse du titre évalué 
en fractions de centimètre cube. Exemples. Tel sérum agglu- 
tine, au 1000° de centimètre cube (10 —* cent. cube), la quantité 
de germes prise comme base invariable; nous dirons qu'il 
contient 1.000 unités (10° unités) agglutinantes. Un sérum 
normal contient 1.000 unités bactéricides, quand il exerce, au 
1.000° de centimètre cube, une action nette sur la quantité 
de germes choisie (quantité constante pour la méthode HI, 
seule rigoureusement exacte). Un sérum anti, qui contient 
10.000 unités {pouvoir bactéricide brut : 10.000), offre un 
pouvoir bactéricide absolu de 9.900 {10.000-100) et un pouvoir 
bactéricide relatif de 100 (10.000 : 100), si le sérum normal 
offre un pouvoir bactéricide de 100. I va sans dire que tout 
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pouvoir spécifique doit être évalué par rapport au pouvoir 
moyen du sérum normal homologue, fixé par un grand nombre 
d'expériences préalables. Il va sans dire, également, que nous 
ne pouvons connaître que les pouvoirs bruts des sérums 
normaux. 


POUVOIR BACTÉRICIDE EN LUI-MÊME. 


Sérums antilyphiques de chevaux immunisés (action sur le bacille typhique). 
— Titre bactéricide élevé. Dose optima de complément : 10—2 c.c.; 2.10—2 
peut aller; 0,5.10—1 agit trop énergiquement. Un pouvoir bactéricide très 
intense s'est manifesté rapidement chez le cheval TS3; le titre du sérum TS? 
a progressé entre les saignées 3 et 8. Noter, pour le sérum TS (33), la con- 
cordance des résultats fournis par les méthodes I et IT. 

Sérums des vaccinés. — Titre variable (toujours sur le bacille typhique). 

Sérum du malade. — Titre élevé (sur le bacille typhique correspondant). 

Sérums antiparatyphiques À de chevaux immunisés (action sur le bacille 
paratyphique A). — Titre élevé, apparaissant rapidement. Dose optima de 
complément : 2.10—2; 0,5.10—1 peut aller. à 

Sérums anliparalyphiques B de chevaux immunisés. — Le bacille para- 
typhique B se montre bien plus résistant au sérum homologue que les 
bacilles typhique et paratyphique A. Cependant, l'action bactéricide de cer- 
tains sérums ne fait aucun doute; elle a progressé, pour le sérum PS 47, 
entre la 11° et la 13° saignées. Dose optima de complément : de 0,5.10—1 c.c. 
AUOT 

Les sérums antiparatyphiques B agissent sur les bacilles typhique et 
paratyphique A, même quand ils sont inefficaces sur le bacille paraty- 
phique B. Ce qui démontre : 1° une communauté d'antigènes (déjà établie 
dans nos travaux antérieurs); 2° une moindre résistance des bacilles typhique 
et paratyphique À — notions très importantes à retenir. 


POUVOIR BACTÉRICIDE DANS SES RAPPORTS AVEC LES POUVOIRS 
AGGLUTINANT ET FIXATEUR. 

Pouvoir agglutinant. — Aucune relation, comme il fallait s'y 
attendre, entre les propriétés agglutinante et bactéricide. 

Pouvoir firateur. — Mème absence de rapports. Maïs, ici, il 
convient d'en chercher attentivement la cause, puisque nous 
considérons la réaction de Bordet-Géngou comme une mesure 
parfaite du pouvoir bactériolytique. Comparons donc les deux 
procédés. 

Dans la réaction de Bordet-Gengou, on étudie l’affinité de la 
bactériolysine pour les microbes, en opérant sur un excès 
énorme de ceux-ci (vivants ou morts, peu importe). L'épreuve, 
unilatérale, ne nous fournit que la mesure du pouvoir bacté- 
riolytique, mais elle la fournit avec certitude, comme nous le 


= 


constatons, à chaque instant, depuis plusieurs années. Par 
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contre, elle est incapable de nous indiquer la résistance des 
germes (vivants), puisque l'excès voulu de leur masse rend 
celte résistance infinie. 

Dans la méthode des plaques, on étudie l'effet bactéricide, en 
opérant sur un nombre très faible de microbes, dont la résis- 
tance varie selon l'espèce et du jour au lendemain pour chaque 
espèce. L'épreuve, bilatérale, nous fournit le rapport entre le 
pouvoir bactéricide du sérum et la résistance des germes (indi- 
rectement, la valeur de cette résistance à telle date). 

On doit conclure que la réaction de Bordet-Gengou constitue 
le seul moyen actuel de mesurer le pouvoir bactériolytique des 
sérums. Le procédé des plaques démontre le phénomène de la 
bactériolyse et vérifie son mécanisme, découvert par Bordet, Il 
n'oflre aucun intérêl pratique, en raison de sa complexité et, 
chose plus grave, de ses limites assez étroites, dont il nous faut 
parler maintenant. 

La méthode des plaques demeure, bien entendu, inappli- 
cable aux microbes naturellement très résistants. Qui aurait 
jamais l’idée de l’employer en matière de bacille luberculeux? 
Elle se révèle également inapplicable à d'autres bactéries, mais 
pour une cause différente. Quand on veut étudier l’action des 
sérums anliméningococciques ou antipneumococciques sur les 
germes homologues, si fragiles cependant, les résultats obtenus 
contredisent les prévisions. Les sérums utilisés (sérum anti et 
sérum frais de cobaye) renferment, cerles, la bactériolysine et 
le complément, mais ils renferment aussi des constituants 
propres à tout sérum normal; ceux-ci favorisent éminemment 
la résistance et, partant, la multiplication des bactéries que 
l'on voulait tuer. Chacun sait, d’ailleurs, qu'une dose d’antisep- 
‘ique, qui fait périr des germes suspendus dans l'eau physiolo- 
gique, demeure inefficace quand on ajoute du sérum au 
mélange. 


Pouvoir INHIBITEUR. 


Nous appellerons inhibition, l'entrave apportée à l'eflet du 
complément, lequel représente, ccmme on le sait, le véritable 
élément bactéricide. 

En parcourant les tableaux, on sera frappé d'un phénomène 
singulier, rarement absent et déjà indiqué, sans commentaires, 
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par quelques auteurs : c'est l’action inhibitrice spécifique des 
sérums anti. Elle consiste en ceci que, pour des doses où le 
sérum normal exerce ses effets bactéricides, le sérum anti 
laisse les microbes se développer (généralement moins que 
dans l'émulsion telle quelle). Inversement, pour les doses où le 
sérum normal cesse d'agir, le sérum anti commence à mani- 
fester ses propriétés. L'effet inhibiteur est habituellement 
maximum avec 10—?cent. cube de sérum anti, décroil ensuite 
et se trouve remplacé par l'effet bactéricide. 

L'action inhibitrice manque rarement, avons-nous dit; elle 
serail sans doule constante, si on dépassait la dose de 10—* cent. 
cube. Les expériences figurant au tableau XIX démontrent son 
caractère spécifique. Elle n'apparaît qu’en présence du complé- 
ment, la bactériolysine seule demeurant inefficace (voir le 
même tableau). Enfin, elle n'offre aucun rapport avec le pou- 
voir bactéricide, mais n’est point sans relations avec le pouvoir 
aggelutinant. On ne saurait rien dire de plus, actuellement, sur 
ce sujet, qui nécessite de nouvelles recherches. 


MÉTHODE AU BLEU DE MÉTHYLÈNE 


Il serait désirable de trouver un procédé, comparable aux 
réactions agglutinante et fixatrice par sa simplicité, sa rigueur 
et sa généralité, procédé susceptible de remplacer celui des 
plaques. Une telle méthode consisterait à opérer en présence 
de germes nombreux (pour niveler les variations de la résis- 
fance individuelle) et à provoquer chez eux des troubles fonc- 
lionnels graves, se décelant facilement. Au criterium de la 
disparition des microbes, on substituerait le criterium de la 
disparition d'un mécanisme physiologique. 

Parmi les fonctions universellement répandues et d'obser- 
valion aisée, nous avons choisi le pouvoir réducteur vis-à-vis 
du bleu de méthylène, déjà préconisé depuis longtemps. Ce 
pouvoir réducteur se manifeste, chez les émulsions qui servent 
à rechercher le pouvoir agglutinant, lorsqu'on les additionne 
de bouillon et, malheureusement aussi, de sérum (soit normal, 
soit anti) Nous retrouvons donc le phénomène mentionné 
plus haut en parlant des méningocoques et des pneumocoques, 
et la méthode, si utile, reste à découvrir. 
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I. — Action bactéricide du sérum TS (saignée 25) sur le bacille 
typhique T. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE (GERMES APRÈS ® HEURES A 31° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES AVEC SÉRUM 


TEL QUEL QUANTITÉ EE 
au départ DE 


AUTRE | quantité 


COMPLÉ- NO 
SÉRUM de normal TS :(25) 


MENT 


Pouvoir agglutinant . 500.000 
Pouvoir fixateur. . . 200 
Pouvoir bactéricide . 10.000.000 
Inhibition jusqu'à 10—4. 


IL. — Action bactéricide du sérum TS (saignée 33) sur le bacille T. 
Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2? HEURES A 91° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES AVEC SÉRUM 


TEL QUEL QUANTITÉ ES 
au départ DE e 
He AUTRE | quantité 
SRG RAP de normal TS (33) 
SET sérum 
a a ns se ns es 
CC. GC 
720 900 10—2 B] 1.350 
19 21 900 
PR 10—4 18 100 
2.10—? 260 107$ 52 60 
Pouvoir agglutinant . 200.000 10—5 190 70 
Pouvoir fixateur . . . 500 107 j 
NE + = ER » ) 
Pouvoir hactéricide. . 410.000 :000 ? 
Inhibition jusqu'à 10—4. 10 » 10 
10—°9 » 150 
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III. — Action bactéricide du sérum TS (saignée 33) sur le bacille 
typhique T. — Méthode II. Emulsion 1/10. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS À HEURE A 44° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE (ajouté après 1/2 h.) 


DE GERMES : El 
QUANTITÉ Tr AVEC SÉRUM 
TEL QUEL Es SANS 
au départ ; aurre | quantité 
COMPLÉ- 


SÉRUM de normal TS (33) 
MENT 


2.102 350 


Pouvoir agglutiuant. 200.000 
Pouvoir fixateur. . . 200 
Pouvoir bactéricide . 100.000.000 
Inhibition jusqu'à 10—53. 


(350 germes après 1/2 heure à 44°.) 


IV. — Action bactéricide du sérum TS° (saignée 3) sur le bacille 
typhique T. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS ? HEURES À 31° 


‘NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES AVEC SÉRUM 


QUANTITÉ L 
TEL QUEL de SANS 
au départ DE 


COMPLÉ- 
MENT 


AUTRE | quantité 
SÉRUM de normal TS* (3) 
sérum 


52 4 

Pouvoir agglutinant . 20.000 
= —6 3 
Pouvoir fixateur . . . 1.000 “e 190 32 
Pouvoir bactéricide. . 10.600.000 1077 » ù 
Inhibition jusqu'à 10—3. 10—5 » 310 
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V. — Action bactéricide du sérum TS° (saignée 8) sur le bacille 
typhique T. — Méthode II. Emulsion 1/10. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS À HEURE A 44° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE (ajouté après 1/2 h.) 


DE GERMES ARE Œ AS 

QUANTITÉ FE AVEC SÉRUI) 
DE 

COMPLÉ- 
MENT 


TEL QUEL 


au départ Bo, - 
AUTRE | quantité 
SÉRUM |qe sérum|n0rTmMa 


TS? (8) 


GC. C. 

10—2 11 200 

A0 15 200 

104 s0 120 
200 10 300 200 

10-56 250 50 

107 3) 
Pouvoir agglutinant. 100.000 10—S 30 
Pouvoir fixateur. . . 500 10—9 ; 300 
Pouvoir bactéricide : 


Complém. 10—2 . 100.000.000 1072 180 
Complém. 2.10—2 . Z 1 milliard 10—3 ï 180 
10 s 300 
10—41, avec complément  10—2 2 2 2 10—5 5) 31 

> 10—6 9 
10—7 6 
10—8 20 
10—9 10 


Inhibition jusqu'à : 


10—4, avec complément 2.10— 


(350 germes après 1/2 heure à 440.) 


VI. — Action bactéricide du sérum TS* (saignée 2) sur le bacille 
typhique T. — Méthode II. Emulsion 1/10. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS À HEURE A 44° 


NOBERE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE (ajouté après 1/2 h.) 


ee Ë VEC SÉRUM 
à TEL OU QUANTITE ire AVE S 2 
au départ EL QUEL DE Sn - 

COMPLÉ-| quantité 


: normal TS" (2) 
de sérum DAME (2) 


Pouvoir agglutinant. 2.000 
Pouvoir fixateur. . . 200 
Pouvoir bactéricide : 
Complém. 10—2, 10.000.000 
Complém. 2.10—2 . > 1 milliard 


Inhibition jusqu'à : 
10—4, avec complément  10—2. 
10—5, avec complément 2,10—>2. 


2.40—2 
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VII. — Action bactéricide de trois sérums d'individus vaccinés avec le 
bacille typhique T, sur le même bacille. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2? HEURES A 37° 


DPBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES A 
AVEC SERUM 


1é L TEL QUEL QUANTITÉ SANS 
Frs RAS 4 DE TRE ia 
AUTÉE quantité de vacciné 


COMPLÉ- | . usral lee 
MENT SERUM |e sérum : 3 


a ————— 


a 


J 
Pouv. seins. Th 
J 
3 200 
Pouvoir fixateur. . Th 500 
J 1.000 


3 10.000 

Pouv. striite) Th 10.000 
J — 1.000.000 

(Difficile à apprécier ici, à cause 
des grands intervalles : 10 —2, 


Inhibition nulle à 10 —2. 


VIIT. — Action bactéricide du sérum d'un typhique sur son bacille (104). 
Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2 HEURES À 31° 


NOMBRE | 
AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES 
TETE AVEC SERUM 
} TEL QUEL RON EU ESSSSS 
au départ LAQt DE j 
4e AUTRE ; 
COMPLÉ-: PAUSE quantité 
SÉRUM 


MENT de sérum 


normal] du malade 


3.000 


Pouvoir agglulinant. . 

Pouvoir fixateur. . . . 500 

Pouvoir bactéricide. . 1.000.000 

(Difficile à apprécier ici à cause 
des grands intervalles : 10—?, 


Inhibition nulle à 10 —2. 
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IX. — Action bactéricide du sérum AS° (saignée 18) sur le bacille 
paratyphique A.A. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2 HEURES A 37° 


NOBEES AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES ; ; 
QUANTITÉ SANS AVEC SÉRUM 


AUTRE 


TEL QUEL 
au départ DE 
COMPLÉ- quantité 


5 orm AS? (18 
MENT séruM | de sérum|"0rmMal S? (18) 


Pouvoir agglutinant. 200.000 10,5.10—1 600 
Pouvoir fixateur. . . ‘209 

Pouvoir bactéricide. 100.000.000 

Inhibition jusqu’à 10—4. 


X. — Action bactéricide du sérum AS° (saignée 19) sur le bacille 
paratyphique A.A. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS ® HEURES A 31° 


NOMBRE ; 
DEP AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES 


| EC OUR pres TS AVEC SÉRUM 
au départ CONTE. AUTRE quantité EN 
MENT séRuM | de sérum[rormall AS” (18) 
500 1.200 c. S 

10—2 16 675 
D 10—3 Pl 675 
104 450 500 
2.10—2 | 1.050 105 | 600 22 
10—56 675 11 
Pouvoir agglutinant. 1.000.000 10—7 » 150 
Pouvoir fixateur. . . 200 10—8 » 500 
Pouvoir bactéricide : 10—9 » 675 

Complém. 2.10—2. 10000 0eme 
Complém.0,5.10—1, 100.000.000 UT 5 00 
Inhibition jusqu à : 10—3 2 500 
10—4, avec complément,  2.10—2 10—1 30 450 
10—4, avec complément. 0,5.10—1 10—5 180 0 
0,5.40=1 S00 10—5 340 0 
10—7 » 6 
10-58 » 38 
10—° » 230 
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XI. — Action bactéricide du sérum AS: (saignée 2) sur le bacille 
paratyphiaue A.A. — Méthode I. Emulsion 4/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2 HEURES A 31° 


NOMBRE S 
AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES : 
ES à AVEC SÉRUM 
QUANTITÉ SANS 
DE 
compLé- | AUTRE 


MENT SERUM 


TEL QUEL 
au départ ss, 
quantité 


CARTE normal AS" (?) 


1.370 


——————|01,5,10—| 600 


Pouvoir agglutinant. . 

Pouvoir fixateur . . . 

Pouvoir bactéricide. . 10.000.000 
Inhibition jusqu'à 10—2. 


XII. — Action bactéricide du sérum AS‘ (saignée 3) sur le bacille 
paratyphique A.A. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2? HEURES A 97° 


NOMBRE ; 
AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES : 
x AVEC SÉRUM 
CURE SANS 
DE 
COMPLÉ- ee 
MENT SÉRUM 


au départ £ 
quantité 


ormal 
de sérum | 207Ma 


1.200 


Pouvoir agglutinant. 20.000 
Pouvoir fixateur. . . 
Pouvoir bactéricide : 
Complém. 2.10—2 10.000.000 
Complém. 0,5.10—1 100.000.000 
Inhibition jusqu’à : 
10--3, avec complément 2.10—2 
10—2, avec complément 0,5.10—1 


(Der LE 
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XIII. — Action bactéricide du sérum PS 4J (saignée 11) sur le bacille 
paratyphique B. P. — Méthode I. Emulsion 1/10. 


NOMBRE DE. GERMES APRÈS ® HEURES A 37° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMIS : AVEC SÉRUM 
TEL QUEL QUANTITÉ 


SANS 
au départ HN aurne |aquandite 
COMPLÉ- 

1PLI ds 


SÉRUM normal] PSA4J (11) 
MENT 


sérum 


Pouvoir ascglutinaut. . . 20.000 
Pouvoir fixateur 2.000 
Pouvoir bactéricide . . . 100.000 
Inhibition jusqu'à 10—1,. 


XIV. — Action bactéricide du sérum PS 4J (saignée 13) sur le bacille 
paratyphique B.P. — Méthode I. Emulsion 1/20. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS ® HEURES A 31° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 
DE GERMES PAU AVEC SÉRUM 
TEL QUEL RSNUCE Re = 
au départ DE : autre | quantité 
ñ SATA SÉRUM de normal PS 4J (13) 
PE sérum 
Fr coic 
/ ==, | C 27 
90 600 7 ce RE 315 
10 190 300 
Er 10—1 310 315 
10—1 150 10—5 300 100 
Pouvoir agglutinant. 100.000 1U—6 200 150 
Pouvoir fixateur. . . 2.000 | 10—7 À 130 
>’ouvoir téricide . > 1 Iliard. : 
Pouvoir bacté ui milliarc 10—S ; 130 
Inhibition jusqu'à 10—1, 
10—° ) 90 
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XV. — Action bactéricide du sérum PS4J (saignée 12) sur le bacille 
typhique T. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


DE GERMES APRÈS 2 


NOMBRE HEURES A 37° 
NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 
DE GERMES LS PE AVEC SÉRUM 
TEL QUEL QUANTITÉ] ins 
au départ : a : AUTRE | quantité 
COMREER PR tE de normal| PS4J (12 
MENT : 
sérum 
6e. c CC - a 
375 1.00 1024129 “ 
10—3 60 18 
10—41 120 60 
2.10? 675 40—5 | 150 32 
Pouvoir agglutinant.. 200 10—6 315 SÙ 
Pouvoir fixateur . . . 500 10—7 » 90 
Pouvoir bactéricide. . 10.000.000 300 
à » 
Inhibition nulle à 10—2, 10 
10— » 250 
XVI. — Action bactéricide du sérum PS‘ (saignée 5) sur le bacille 


paratyphique B.P. — Méthode I. Emulsion 1/20. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS 2 HEURES A 91° 


NOMBRE 


DE GERMES 


TEL 


au départ 


90 


QUEL 


600 


Pouvoir agglutinant . . . 


Pouvoir fxateur 
Pouvoir bactéricide- . . 
Inhibition jusqu'à 10—3. 


20.000 
20.000 
0 


QUANTITÉ 
DE 
COMPLÉ- 
MENT 


10—1 


SANS 
AUTRE 
SÉRUM 


TSÛ 


AVEC COMPLÉMENT 


quantité 


de 
sérum 
CAC: 
10 —2 
10—3 
104 
105 
10—* 
10—7 
10% 
10759 


DE COBAYE 


AVEC SÉRUM 
normal PSE) 
190 310 
190 310 
310 225 
310 225 
300 210 
» 190 
» 150 
» au 


1] 
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XVIL. — Action bactéricide du sérum PS‘ (saignée 5) sur le bacille 
typhique T. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


ee 
NOMBRE DE GERMES APRÈS 2? HEURES A 37° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 
DE GERMES ee 5 AVEC SÉRUM 
' ; ANTITÉ 
| TEL QUEL Q ; SANS 
au départ UT AUTRE | quantité 
DE SÉRUM de n orma PS" (5) 
MENT : 
sérum 
A En 
C. LE £ £: EU LL 12 
375 1.809 IS +9 150 
10—3 60 225 
10—4 120 80 
A0 67: 10—° 150 90 
Pouvoir agglutinant. 0 10—6 a 80 
Pouvoir fxatonr. fe PS 200 10—7 ss 20 
Pouvoir bactéricide . 100.000.000 ñ 
rev L Re ee NES 10—S » s0 
Inhibition jusqu'à 10—3. 
10—9 » 185 


XVIII. — Action bactéricide du sérum PS‘ (saignée 5) sur le bacille 
paratyphique A. A. — Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS ® HEURES À 91° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 
DE GERMES ; AVEC SÉRUM 
: UANTITÉ 
TEL QUEL e L È nue le 
au départ ke 3 aurTrEe | quantité 
D rsnnie e E de normal PS4 (5) 
SANS sérum 
c.( CC: we ; 
410 de 500 10—2 J4 300 
410—3 28 10 
_———_—_—_—_— A0—41 600 48 
2.102 | 750 10—5 | 600 120 
Pouvoir agglütinant. . 200 10—6 350 70 
Pouvoir fixateur. . . . 900 10—7 s 170 
Pouvoir bactéricide. . . 1.000.000 108 ; 450 
Inhibition jusqu'à 10--3. _ 
10-° » 37) 
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XIX. — Spécificité de l’action inhibitrice. Sérums TS (saignée 25), 
PM (antiméningococcique) et normal, sur le bacille typhique T. 
Méthode I. Emulsion 1/4. 


NOMBRE DE GERMES APRÈS ® HEURES A 37° 


NOMBRE AVEC COMPLÉMENT DE COBAYE 


DE GERMES AVEC SÉRUM 


TEL QUEL QUARTIER 


au départ DE ane 
; E quantité 
Comerr- | I 


MENT SÉRUM de normal| PM 
— , 
sérum 


0,5.10-1| 800 


Inhibition nulle avec les sérums PM 
et normal. 
Inhibition, avec le sérum PS, jus- 
qu’à : 
10—3, avec complément 2.10—2 
10—1, avec complément 0,5.10—1 10—>2 11.100 14.200 | 4.000 
1.600 10—3 |41.300 | 41.100 |1.000 
10—4 1.100 |1.300!1.100 


SANS COMPLÉMENT DE COBAYE 


ESSAIS 


DE SÉROTHÉRAPIE DANS LA FIÈVRE ONDULANTE 


par Evuoxr SERGENT et A. LHÉRITIER 


(Institut Pasteur d'Algérie). 


Les sérums essayés proviennent de chevaux inoculés 
1° dans les veines avec des microbes vivants ; 2° sous la peau 
avec des microbes vivants ou morts; 3° sous la peau avec une 
endotoxine obtenue par macération de microbes morts. 

En raison de l'existence de M. pseudo-melitensis el parameli- 
tensis, et de la présence fréquente d'agglutinines non spéciti- 
ques dans les sérums normaux, nous ne retenons que les 
observations où le diagnostic microbiologique a résulté soit 
d’une hémoculture, soit d’une séro-réaction recherchée après 
chauffage du sérum. 

Nous donnons en terminant la relation d’un heureux essai 
de bactériothérapie (1). 


l. — SÉRUM DE CHEVAUX AYANT REÇU DANS LES VEINES 
DES MICROBES VIVANTS 


Un premier cheval nous avait été très amicalement donné 
par le D° Ch. Nicolle qui avait commencé à Tunis à lui inoculer 
des M. melitensis dans les veines. Ce cheval mourut au cours 
d'une inoculation. Un second cheval fut traité de la même 
facon : inoculations intraveineuses de cultures vivantes (obte- 
nues sur gélose) de neuf races de M. melitensis d'origine 
humaine ou caprine d'Algérie, de Tunisie, de Malte, de Mona co 
et d'un M. paramelitensis. 


(1) La disparition graduelle de la fièvre ondulante en Algérie a diminué 
pour nous l'occasion de ces essais. 


SÉROTHÉRAPIE DE LA FIÈVRE ONDULANTE 337 
Son sérum servit aux essais suivants : 


B... (Dr Bexoir, l'Arba). — Séro-réaction positive (2° semaine de la maladie). 
Injections de sérum le 19e, le 21e el le 26° jour de la maladie. Dès la première 
injection, le malade ressent une euphorie marquée. Le mieux s’accentue bien 
que la température ne tombe que le 31e jour. Dès lors guérison complète. 
(Voir la courbe ci-jointe.) : 

X... (D' Guinicezut, Marengo). — Séro-réaction positive. Le 20e jour injection 
de 50 cent. cubes de sérum (température 4002). La température baisse dès le 
surlendemain, est normale à partir du 6e jour. Guérison sans rechute. 

O. R... (Dr GarpoN, Alger). — La séro-réaction, recherchée à la fin de la pre- 
mière vague thermique, est positive. Une injection de 85 cent. cubes de sérum 
est pratiquée au 3° jour de la 2e vague (le malade ayant 3905). La tempéra- 
ture baisse graduellement, est redevenue normale après dix jours. 

J. D... (Dr Garbon, Alger). — Séro-réaction positive le 34° jour de la maladie. 
Une vague thermique s'élève progressivement à partir du 40° jour. Trois 
injections de 60 cent. cubes de sérum sont faites les 47°, 48e et 49e jours. La 
température baisse du 50° au 53e jour, oscille ensuite avec des poussées de 
fièvre (réaction sérique?) Elle tombe définitivement au-dessous de 37 le 
60e jour. 

D. C... (D' Garpow, Alger). — Ce malade termine au 45e jour de fièvre une 
vague qui a dépassé 390, A ce moment le séro-diagnostic se montre positif. 
Une nouvelle vague thermique commence à s'élever le 50e jour. Trois injec- 
tions de 60 cent. cubes de sérum sont pratiquées les 54, 55°, 56° jours. La 
température est redevenue normale le 60e jour et ne s'élève plus. A signaler 
seulement une poussée à 39° du 76° au 78° jour. 


Il. — SÉRUM D'UN CHEVAL AYANT REÇU 
SOUS LA PEAU DES MICROBES VIVANTS ET DES MICROBES TUÉS 
PAR UN CHAUFFAGE DE | HEURE A 60° 
Le D' Bories, d'Arzew, a essayé ce sérum dans 2 cas de fièvre ondulante à 


séro-réaction positive, le D: Bexoir, de l'Arba, dans un cas à hémoculture el 
à séro-réaction positives. Insuccès complet. 


III. — SÉRUM DE CHEVAUX AYANT RECU SOUS LA PEAU 
DE L'ENDOTOXINE OBTENUE 
PAR LONGUE MACÉRATION DE MICROBES TUÉS PAR LA CHALEUR 


Tecuxique. — La culture de cinq jours obtenue sur la gélose 
d'une boîte de Roux est mise en suspension dans 30 cent. cubes 
d’eau salée faiblement carbonatée, chauffée une demi-heure à 
56° en tubes scellés, puis laissée à macérer pendant quatre ou 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


338 


) 
of 


oran 


339 


SÉROTHÉRAPIE DE LA FIÈVRE ONDULANTE 


Ann oenp |. 


© Ur 


ee \| off x oc 
gun _ DXpUP 
le À 1) 


“Nm 


Tu Q$ 


‘ { 
wa }UT] MAN b 


UT 1 0 
you row! 


on1-70n 
AE CRE EL qurOILDI 


MIAU UT 


: TANOW F7 
LS LP VOX 


VA TER pP 


TOUT UNI d 


Aer 


PH IVLIO 
TWD 
n 2 DAT C. 


Grnps 


LA end) 
is 


340 a: ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


cinq semaines. Le liquide clair est alors injecté au cheval sous 
la peau. (Mêmes races de microbes‘que ci-dessus.) 


NX... (D' LareuiLre, Paris), — Un homme de quarante-huit ans se contamine 
en mars 1913, à Monaco ou à Montpellier : deux vagues thermiques, accom- 
pagnées dès le début par des névralgies intercostales, de la dépression 
cérébrale, de lanémie profonde. Séro-diagnostic négatif en mai pour 
la fièvre ondulante. L'hémoculture donne en juillet un M. melilensis au 
D'  Sacquépée. En septembre, les symptômes alarmants continuent, 
dépression intellectuelle extrême, douleurs violentes dans la région thora- 
cique droite, avec fièvre légère (37°5-3707). Le 19 septembre, injection de 
40 cent. cubes de sérum, suivie de deux autres effectuées les jours suivants 
aux mêmes doses. Dès le lendemain de la première injection, les douleurs 
s'atténuèérent d'une facon sensible, et, après la troisième injection, elles 
avaient complètement disparu, en même temps que, pour la première fois 
depuis six mois, la température était devenue normale. La guérison ainsi 
obtenue fut définitive. 

B... (D' Morce, Oran). — Séro-réaction positive. Hyperpyrexie (température 
oscillant constamment autour de 39). État dyspnéique. Abattement. Du 35° 
au 39° jour de la maladie, 3 injections de 60 cent. cubes de sérum. La tem- 
pérature lombe à la normale dès le lendemain de la troisième injection, 
l'appétit renaît et pour la première fois la nuit est bonne. L'amélioration est 
dès lors rapide. 

B.F... (D° Duxis, Saint-Denis-du-Sig).— Séro-réaclion positive. Arthralgies, 
myalgies avec hyperpyrexie irrégulière, sueurs et amaigrissement. Deux 
mois après le début (température dépassant 40°), 3 injections de sérum. Les 
douleurs disparaissent dès la troisième injection, les sueurs diminuent. Après 
la réaction sérique qui est violente, la guérison s'établit avec un état général 
très bon. 

Le Dr GLararp, d'Oran, constate un insuccès complet chez un adulte à son 
120e jour de maladie (3 injections de 60 cent. cubes), et avec le même sérum 
un succès remarquable chez une fillette de quatorze ans (3 injections de 
30 cent. cubes) qui descend à 37° dès la troisième injection et guérit. 

Mme D... (Dr Dcuuox, Marseille). — Séro-réaction positive. Hyperpyrexie jour- 
nalière constante avec maximum vespéral autour de 39%, depuis deux mois, 
avec sueurs et constipation, au moment où l'on pratique 3 injections de 
60 cent. cubes de sérum. Après quinze jours de réaction sérique l'abaissement 
thermique est complet et la guérison s'établit. 

Le Dr E. Boxer et le D' A. Sauvanx ont traité à Marseille 3 cas de fièvre 
ondulante par notre sérum. Ils annoncent des résultats favorables (1). 

P.M... (D' Canuzac, Lourmel).— La maladie, d'allure typhique au début avec 
fièvre intermittente, est marquée à partir du troisième mois par de violentes 
douleurs, parfois fulgurantes, dans tous les membres. Le malade garde une 
immobilité absolue de crainte de réveiller des souffrances atroces, il a les 
veux brillants, les muscles sont atrophiés. Tendance à la formation d'une 
escarre sacrée. Fréquentes et abondantes sueurs. 

Six injections de sérum en huil jours au cours du quatrième mois de la 


|) Communication faile au Comité médical des Bouches-du-Rhône, séance 
du 12 décembre 1943, Marseille médical, n9S 6-7, 1914, 30 pages. 


. 
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maladie : dès la troisième injection les douleurs sont notablement diminuées, 
de même que les sueurs. Le mieux s'accentue et le malade peut quitter la 
chambre quinze jours après la dernière injection. 

E. X... (D' Bornèkes, Saint-Cloud). — Séro-réaction positive. Soixante-six 
jours de fièvre ondulante avec douleurs au niveau de l'épiphyse supérieure 
des humérus, constipation opiniâtre, sueurs, température dépassant 39, el 
seulement de rares accalmies. Recoit 60 cent. cubes de sérum les 67 et 
68e jours. Guérison définitive trois jours plus tard. 

F. G.. (Dr Borvères, Saint-Cloud). — Séro-réaction positive. Céphalée 
opiniàtre. Douleurs articulaires et lombaires. Sueurs. Constipation. Fièvre 
au-dessus de 39° encore le 56° jour de la maladie, où il reçoit 60 cent. cubes 
de sérum, dose répétée le lendemain. L'amélioration des symptômes se fait 
sentir dès le premier jour, dit le malade. Il se lève et va se promener le jour 
mème. Tous les symptômes s'amendent rapidement. Une semaine après la 
deuxième injection il reprend son travail. 

E. [... (Dr Boroères, Fleurus). — Séro-réaction positive. Forme très doulou- 
reuse, Sciatique sans température. Abattement. Anorexie. Au cours de la 
troisième semaine, deux injections de sérum : dès ce moment amélioration 
progressive très nette; l'anorexie et l'abattement disparaissent presque 
aussitôt. Les douleurs s'atténuent très vite. 

E. M... père du précédent, non traité, peut lui servir de témoin. Forme 
douloureuse également (sciatique). Fièvre. Asthénie. Amaigrissement de 
16 kilogr. en trois mois. La maladie dure plus de quatre mois. 

M. C... (D' Cuaneniaw, Saint-Cloud). — Séro-réaction positive. Une première 
injection de 60 cent. cubes de sérum, au cours de la deuxième ondulation, 
le 17° jour de la maladie, est suivie d'une chute de la température le surlen- 
demain. Apyrexie de six jours, puis troisième ondulation de vingt-cirq 
jours de durée. Trois nouvelles injections de sérum sont pratiquées le 59°, 
le 60° et le 61° jour, elles sont suivies de la guérison complète qui s'établit 
le 66° jour. : 

C. N... (Dr Soureyre, Oran). — Séro-réaction positive. Fièvre au-dessus 
de 39°. Six jours après une injection de 50 cent. cubes de sérum, la fièvre 
tombe; guérison. À 

(D' B. Azcock). — Dans 5 cas aigus, traités au cours de la première, de la 
troisième et de la cinquième semaine de maladie, le sérum ne donne pas de 
résullat. 

Dans les cas chroniques, au contraire, les symptômes douloureux sont 
nettement améliorés. Premier cas chronique : les douleurs sont calmées de 
suite après la première injection de 30 cent. cubes (quatre injections de 
30 cent. cubes), la fièvre tombe. Résullat frappant (décembre 1916). Dans de 
nouveaux cas (janvier 4917) effets immédiats sur les douleurs articulaires (et 
dans un de ces cas sur la douleur et le gonflement du testicule gauche;. 
Confirmation de ces résultats (avril 1917). Les doses injectées étaient de 
30 cent. cubes par jour pendant trois jours ou six jours. 


A côlé des résultats bons ou excellents de la sérothérapie 
que nous rapporlons, on nous en à annoncé de peu satislai- 
sants ou nuls : un malade du D' Emile Weil, à Paris, quelques 
essais sur des malades de Marseille, de Corse, de Malte. Nous 
n'avons pas pu nous procurer les microbes qui causaient ces 


“ 


- 
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infections. Il aurait été intéressant de les comparer à ceux qui 
nous avaient servi à préparer le sérum. Il est possible que les cas 
réfractaires soient dus à des races différentes des neuf que nous 
possédons, parmi lesquelles figure déjà un paramelitensis. 


IV. — ESSAI DE BACTÉRIOTHÉRAPIE 


P.., quinze ans (D' Bexoîr, l'Arba). — Hémoculture positive. Fièvre irrégu- 
lière revenant par forts accès depuis plusieurs semaines. Affaiblissement, 
amaigrissement. Deux inoculations sous-cutanées d'une suspension de 
microbes (M. melilensis et M. paramelilensis mêlés) tués par la chaleur 


(deux chauffages de une heure à 60) et comptant 800.000.000 de bactéries au 
cent. cube. Un quart de cent. cube à la première inoculation. Un demi-cent. 
cube à la deuxième inoculation, huit jours plus tard. La fièvre a disparu 
après la deuxième inoculation pour ne plus revenir. La guérison a été 
complète. 


Résuwé. 


Les essais dont nous avons pu avoir l'observation détaillée, 
avec vérification bactériologique du diagnostic, peuvent se 
résumer ainsi : 

I. Le sérum obtenu par inoculation sous-cutanée à des 
chevaux de microbes vivants ou morts non macéres s’est 
montré sans valeur. 

IL. De bons résultats ont éfé obtenus dans plusieurs cas avec 
lie sérum de chevaux ayant reçu dans les veines des microbes 
vivants et avec le sérum de chevaux ayant reçu sous la peau 
l’'endotoxine préparée par la macération dans l’eau, pendant 
plusieurs semaines, de M. melitensis tués par la chaleur. Ce 
dernier procédé a l'avantage de n'être pas dangereux pour le 
personnel qui soigne les chevaux. 

Nous inoculons nos chevaux actuellement, à la fois fdans la 
veine avec des microbes fraîchement lués, et sous la peau, 
avec l’endotoxine. 

IT. La dose que nous conseillons d'injecter au malade est de 
50 cent. cubes par Jour, trois Jours de suite. 

IV. Lorsque le sérum agit, le principal symptôme favorable 
qui suit l'injection est la sédation des phénomènes douloureux, 
si fréquents et si désolants dans la fièvre ondulante (voir obser- 
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vations du D' Benoît, à l’Arba, du D' Cahuzac, à Lourmel, du 
D' Lafeuille, à Paris, du D' Dunis, à Saint-Denis-du-Sig, de 
B. Alcock). La fièvre ne tombe que plusieurs jours après cette 
sensation de bien-être. 

La sérothérapie paraît donc avoir été utile surtout dans les 
formes chroniques douloureuses de la fièvre ondulante. 

V. Un essai de bactériothérapie a donné un succès complet. 

Nous remercions vivement nos confrères de leur obligeante 
collaboration à ces essais de sérothérapie et de bactériothé- 
raple. 


LES 


FORMES ACTINOMYCOTIQUES DU STAPHYLOCOQUE 


par J, MAGROU (1) 


avec la planche Vi 


INTRODUCTION 


Parmi les bactéries pathogènes pour les Vertébrés supérieurs, 
il en est peu qui offrent dans leurs modes d'adaptation à leurs 
hôtes autant de variété que le Staphylocoque doré. Ce micro- 
organisme provoque le plus souvent chez les hôtes qui l’'héber- 
gent des suppurations locales que l'on distingue suivant leur 
siège en abcès, furoncles ou ostéomyélites, mais qui ont toutes 
pour caractère commun leur marche aiguë, accompagnée des 
symptômes classiques de « l'inflammation ». Il peut, d'autre 
part, donner lieu à des infections généralisées, d’allure 
pyohémique, et aussi à des maladies chroniques. 

La plus remarquable de ces dernières est la botryomycose du 
cheval. Si les propriétés pathogènes du staphylocoque sont 
extrèmement variables, il n’en est pas de mème, en général, de 
ses caractères morphologiques, qui restent à peu de chose près 
les mêmes dans tous les cas. Qu'un staphylocoque provoque un 
bouton d’acné ou une pyohémie généralisée mortelle, 1l reste 
morphologiquement identique à lui-même. Il en est tout autre- 
ment dans la botryomycose. Ici, la maladie se distingue non 
seulement par sa marche chronique, par la durée en quelque 
sorte indéfinie de ses lésions, mais encore par l'adaptation mor- 


(1) Ce trâvail est extrait, pour la plus grande part, d'un mémoire publié 
en 1914 sous le titre : « Les grains botryomycotiques, leur signification en 
pathologie et en biologie générales » (Thèse Facullé de Médecine de Paris). 
La publication du présent extrail a été différée par suile des circon- 
stances. Ê 
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phologique très spéciale que subit le parasite dans l’organisme 
envahi. Dans les lésions de botryomycose, les staphylocoques 
apparaissent, en effet, sous l'aspect de grains müriformes, 
souvent visibles à l'œil nu, et constitués par des amas de 
microcoques, entourés d'une enveloppe dure et réfringente, à 
contours bien définis, et ayant ses réactions colorantes propres 
(fie: MDI VE | 

En vérité, beaucoup d'auteurs se sont refusés à admettre 
qu’un organisme si hautement différencié pût être une bactérie. 
Ils ont voulu y voir un être plus évolué, champignon ou prolo- 
zoaire. Les expériences qui font l’objet du présent travail mon- 
trent qu'il est possible, en adaptant dans des conditions déter- 
minées certains staphylocoques à la vie en commun avec le 
cobaye, de voir ces bactéries prendre des formes comparables à 
celles des grains de la botryomycose, ne s'en distinguant à 
vrai dire que par une complexité plus grande encore et une 
différenciation plus manifeste. Dans les lésions expérimentales 
de botryomycose, le staphylocoque apparaît sous forme d'amas 
de microcoques entourés non plus d’une enveloppe amorphe, 
mais d'une couronne régulière de massues réfringentes dis- 
posées radiairement (fig. 2, 5 et 6, pl. VI); l’ensemble du 
grain, VU en coupe, rappelle assez exactement l'aspect d’une 
inflorescence de Composée radiée, dont les fleurs en tube 
seraient représentées par le groupe central de microcoques, et 
les fleurs en languette par la couronne périphérique de 
massues. 

Il pourra sembler légitime de conclure de ce résultat que la 
botryomycose n'est qu'un mode particulier de réaction à l’infec- 
tion staphylococcique, et, d'autre part, que l’action d’un facteur 
extérieur tel que le parasitisme peut entraîner chez un être 
aussi simple qu'une bactérie des complications de forme el de 
structure déjà considérables. 
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. — BACTÉRIOLOGIE DE LA BOTRYOMYCOSE. — BOTRYOCOQUE 
ET STAPHYLOCOQUE 


D'abord décrite chez le cheval, où elle est le plus fréquem- 
ment observée, la botryomycose a été retrouvée chez les 
Bovidés, chez le porc et chez le chien. P. Masson [14] l’a récem- 
ment observée chez l’homme, dans une plaie de guerre fistu- 
leuse, avec fracture (1). C'est, au moins au début, une maladie 
locale, succédant le plus souvent à un traumatisme, et se mani- 
festant par le développement, au niveau d’une plaie infectée, 
d’une tumeur dure et diffuse située dans le tissu cellulaire 
sous-cutané (2). Dès que la tumeur atteint un certain volume, 
elle s'ouvre au dehors par des fistules, d'où s'écoule un pus 
renfermant de petits grains jaunâtres. Ces grains, caractéristi- 
ques de la maladie, ont l'aspect macroscopique des « grains 
jaunes » du pus actinomycotique. Après un certain lemps, les 
lésions peuvent se propager aux ganglions lymphatiques et 
mème devenir le point de départ de généralisations. 

Au point de vue histologique, le botryomycome est constitué 
par des nodules inflammatoires inclus dans des alvéoles 
fibreuses. Le centre de chaque nodule est occupé par un grain 
botryomycotique entouré de polynucléaires. Les mononu- 
cléaires, rares aux abords immédiats du grain, deviennent de 
plus en plus nombreux vers la périphérie, au voisinage des 
travées fibreuses. Les grains sont sphériques ou müriformes, les 
grains müriformes, les plus volumineux étant formés par la 
coalescence de plusieurs grains sphériques, dont ie diamètre 
varie de 20 à 100 y. 

Les grains sont constitués par une coque réfringente à con- 
tour bien limité, renfermant un ou plusieurs amas de granula- 
tions circulaires, de 1% de diamètre environ, basophiles et 
prenant le Gram, ayant en un mot l'apparence de microcoques. 


1) Jusqu'aux publications de Masson, l'existence de cette affection chez 
l'homme était restée douteuse; le rapprochement tenté entre la botryomy- 
cose et les tumeurs superficielles décrites chez l'homme sous le même ncm 
n'est généralement plus admis à l'heure actuelle. 

(2) On désigne sous le nom de « champignon de castration » la botryo- 
mycose du cordon testiculaire consécutive à la castration. 
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Ces microcoques sont cimentés par une gangue acidophile. 
L'aspect général du grain est, en somme, celui d’une colonie 
de staphylocoques dont les éléments seraient enrobés par une 
sangue interstitielle condensée à la périphérie en une paroi 


kystique (fig. 1; pl WP: 


HISTORIQUE 


Les premiers auteurs qui décrivirent la maladie, Bollinger [3] et après lui 
Rivolta [22], la considérèrent comme une mycose due à un champignon voi- 
sin des Streptothricées de l’actinomycose. 

Mais les essais de culture de la Streptothricée supposée restèrent infruc- 
tueux; en revanche, l'ensemencement du pus et des grains jaunes donnait 
constamment, et en général à l'état de pureté, d'abondantes cultures d'une 
bactérie répondant à la diagnose du staphylocoque doré. La botryomycose 
fut dès lors considérée comme une maladie bactérienne due à un staphylo- 
coque dont les colonies auraient la propriété de s’entourer, à l'état parasi- 
taire, d'une enveloppe réfringente. Quelques auteurs considérèrent cette 
bactérie comme une espèce ou tout au moins comme une variété distincte 
du staphylocoque, sous le nom de botryocoque (Bofryococcus ascoformans 
Kitt, Micrococcus botryogenes Rabe). 

On objecta à la théorie bactérienne que les botryocoques isolés en cul- 
ture n'étaient que des impuretés banales, incapables de reproduire expéri- 
mentalement la botryomycose, mais donnant lieu, quand on les inoculait 
aux animaux, à des suppurations sans caractères spéciaux, et telles que 
tout staphylocoque peut en produire. 

En présence de ces objections, de nouvelles interprétations furent pro- 
posées : 

Poncet et Dor [21|, au lieu de considérer les grains comme des parasites, 
attribuèrent leur formation à la dégénérescence pycnotique des noyaux 
cellulaires. 

Letulle [0] et après lui A. Labbé [9] considérèrent les grains comme des 
amibes en état de dégénérescence hyaline et renfermant des débris de chro- 

_matine phagocytés. 


Pour décider entre ces diverses hypothèses, uniquement 
basées sur l'observation, il fallait reprendre la question du 
point de vue expérimental : isoler à l'état de culture pure les 
divers microorganismes végélant dans les tumeurs botryomyco- 
tiques et étudier leur action pathogène en les inoculant aux 
animaux, dans des conditions aussi voisines que possible de 
celles où évolue la maladie spontanée. C’est cette étude expéri- 
mentale qui à été tentée dans le présent travail. 
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Les nombreux ensemencements effectués au cours des pré- 
sentes recherches à partir de tumeurs botryomycotiques de 
localisations variées ont donné lieu régulièrement au dévelop- 
pement d'une seule et mème espèce bactérienne répondant à la 
diagnose suivante : 


Microcoques de très pelite taille groupés en amas irréguliers prenant le 
Gram, liquéfiant la gélaline. Cultures en bouillon uniformément troubles au 
début, puis présentant des flocons qui tombent au fond du tube où ils 
forment un dépôt glaireux, filant. Colonies sur gélose rondes. surélevées, à 
bords nets, opaques, grasses, d'un blanc grisàtré, se lLeintant peu à peu en 
jaune doré intense, surtout à basse température. 


Le microbe ainsi isolé, à plusieurs reprises, de lésions 
botryomycotiques répond bien, par l’ensemble de ses carac- 
tères, à la bactérie désignée par la plupart des auteurs sous le 
nom de botryocoque. On voit, d'après la descriplion qui 
précède, que les caractères du botryocoque sont exactement 
superposables à ceux du staphylocoque doré; ni l'aspect macro- 
scopique des colonies ni la morphologie des éléments ne per- 
mettent d'établir de distinction fondée entre les deux micro- 
organismes (1). Les caractères donnés comme spéciaux au 
botryocoque (liquéfaction en tulipe de la gélatine, influence de 
la température sur la production du pigment) sont inconstants 
et peuvent d'ailleurs se rencontrer à des degrés divers chez des 
staphylocoques authentiques. 

Enfin, l'identité du staphylocoque et du bolryocoque est éta-. 
blie de manière indiscutable par les expériences de M. Nicozre 
et E. Césart 16) montrant que le sérum des chevaux atteints de 
botryomycose neutralise la toxine staphylococcique. 

On verra, d'autre part, que la propriété de donner des grains 
in vivo dans certaines conditions n'est pas non plus particulière 
au seul botryocoque. Ce caractère n'autorise donc pas mieux 


4) Ces résullals ont été confirmés par J. Dumas [7) qui. par une élude 
comparalive d'un grand nombre de races, a montré que les botryocoques ne 
se distinguaient des, slaphylocoques ni par leurs caractères de culture, ni 
par leurs propriélés biologiques. 
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que les autres à élever au rang d'espèce les staphylocoques 
d'origine botryomycotique. 


I. — INOCULATIONS EXPÉRIMENTALES 


Il arrive parfois que les champignons de castration renfer- 
ment des corps étrangers tels que des crins. Or, on sait que 
l'adaptation de cerlains microbes à l'organisme des animaux 
peut être favorisée par la présence d’un corps étranger au point 
d'inoculation. L'action de débris inertes variés a été invoquée 
pour éclairer l'étiologie de diverses maladies infectieuses, et 
notamment de l’actinomycose qui offre des analogies cliniques 
manifestes avec la botryomycose. Il était dès lors permis de 
supposer que, dans celte dernière maladie, des corps étrangers 
étaient de même capables de favoriser le développement du 
germe pathogène. Partant de là, on pouvait se proposer de 
reproduire expérimentalement la botryomycose en inoculant 
aux animaux des corps étrangers chargés de produits botryom)y- 
cotiques. Ce fut l'objet de l'expérience suivante, où les inocula- 
tions ont été faites dans le testicule, la région spermatique 
paraissant être un terrain d'élection pour les tumeurs botryomy- 
cotiques. 


EXPÉRIENCE A. 


Des crins de cheval stérilisés à l’autoclave, puis souillés avec une culture 
pure de 24 heures, en bouillon de botryocoque (1), sont passés dans le 
testicule de cinq cobayes préalablement endormis à l’éther. Le lendemain de 
l'inoculation, le testicule est tuméfié,le scrotum épaissi. Au bout de quatre à 
huit jours, le testicule contracte des adhérences avec les plans superficiels 
puis il s'atrophie progressivement, tout en restant induré en certains points 
si bien qu'après quelques jours sa surface est irrégulièrement bosselée. 


À l’autopsie (2), on trouve dans le parenchyme testiculaire 
plusieurs noyaux inflammatoires indurés, jaunâtres, souvent 
confluents, de volume variable, à l'intérieur desquels l'examen 


(1) Les germes ont été obtenus à l’état de pureté à partir d'un champignon 
de castration; mais, pour plus de sûreté, ils n’ont été utilisés pour les inocu- 
lations qu'après avoir subi cinq séparations successives sur gélose. 

(2) Les cinq cobayes de cette série d'expériences ont été sacrifiés au bout 
de temps qui ont varié de huit jours à quatre mois après l'inoculation. 


29 
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histologique montre l'existence de nombreux grains botryomyco- 
tiques, constitués, de même que dans la botryomycose spontanée, 
par des amas de microcoques entourés d'une coque réfringente ; 
mais ici, la coque périphérique, au lieu d’être homogène comme 
chez le cheval, est formée d'une palissade de massues identiques 
par leur forme, leur disposition et leurs réactions tinctoriales, 
aux massues des grains jaunes d'actinomycose (1) (fig. 2, pl. VI. 
Ce résultat démontrait que le botryocoque était bien l'agent 
infectieux de la botryomycose. Il restait à élucider le méca- 
nisme d'action du corps étranger, dont l'emploi avait rendu 
possible la reproduction expérimentale de la maladie. 


Il convient tout d'abord de remarquer que l'inoculation, telle qu’elle avait 
été pratiquée, n'avait permis d'introduire dans l'organisme du cobaye qu'un 
nombre de germes relativement très minime. Les crins se laissent en effet 
difficilement mouiller par les liquides aqueux; retirés du bouillon chargé de 
microbes où ils ont été immergés, ils en retiennent à peine quelques gout- 
teleltes imperceptibles. De plus, au moment même de l'inoculation, le crin. 
en pénétrant sous la peau, s’essuie sur les bords de l’orifice cutané qui lui a 
livré passage. Si bien qu'en définitive bien peu de germes doivent arriver à 
pénétrer à l’intérieur du tissu testiculaire. 

On pouvait se demander si le résultat positif de l'expérience ne venail 
pas précisément de ce que l'on avait inoculé une dose minime de germes. 
Lorsqu'en effet on injecte sous la peau d’un cobaye une dose relativement 
considérable de botryocoques, par exemple 1 cent. cube de culture en bouil- 
lon, il se produit, sous l’action toxique des bactéries, une nécrose en masse 
de la région environnante, aboutissant à la formation d'une eschare étendue. 
Une réaction aussi brutale est sans doute peu favorable à l'établissement 
d'une maladie chronique telle que la botryomycose. Si au contraire on 
inocule un très petit nombre de botryocoques, les substances toxiques qu'ils 
sécrètent, étant beaucoup moins abondantes, doivent avoir une action beau- 
coup plus ménagée et plus lente, condition assurément plus propice à 
l'évolution progressive de ces bactéries et à la production des formes 
hautement différenciées qui caractérisent les grains botryomycotiques. 

Si une telle interprétation est exacte, les mêmes résultats que l'on obtient 
en inoculant le virus sur crin de cheval doivent pouvoir être réalisés par 
l'inoculation de doses très faibles de microbes. C'est ce qui arrive en effet, 
ainsi qu'il ressort de l'expérience suivante : 


ExpéRiENCE IL. 


Cinq cobayes reçoivent respectivement, en injection intra-testiculaire, sans 
corps étranger, des doses de 0 cgr.1, 0 cgr. 01, 0 cgr. 001, 0 cgr. 0004, 


(1) La même structure s'est retrouvée dans tous les grains botryomyco- 
liques obtenus chez le cobaye au cours des expériences énumérées dans le 
présent chapitre. Le lecteur trouvera une description synthétique de ces for- 
malions dans le chapitre IT. 
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0 cgr. 00001 de botryocoques de même origine que ceux de l'expérience TJ. 
Chacune de ces doses est inoculée à l'état d’'émulsion dans un quart de 
centimètre cube d'eau physiologique (1). 


Les animaux ainsi inoculés ont réagi cliniquement de la 
même manière que ceux de l'expérience précédente. Chez les 
trois cobayes qui avaient reçu 0 centigr. 001, 0 centigr. 01 et 
0 centigr. 1, et qui furent sacrifiés respectivement dix-sept, 
vingt-six et cinquante-quatre jours après l'inoculation, l'examen 
microscopique a décelé l'existence de nombreux grains à mas- 
sues, de structure typique. Par contre, les grains faisaient 
défaut chez les deux autres cobayes, qui d’ailleurs avaient été 
sacrifiés peu de joùrs après l’inoculation. 

Les expériences suivantes ont eu pour objet de rechercher si 
les grains pouvaient se produire dans d'autres organes que le 
testicule, et si, d'autre part, ils étaient capables de se développer 


aux dépens de staphylocoques quelconques, ne provenant pas 
de cas de botryomycose. 


Expérience I. 


Un cobaye recoit, dans la veine jugulaire, 0 cgr. 1 de botryocoques. Il 
succombe huit jours après l'inoculation. A l’autopsie, les reins présentaient 
de petits foyers blanc jaunâtre ; l'examen histologique a montré l'existence, à 
l'intérieur de ces organes, de grains staphylococciques à massues, bien caraclé- 


risés, siluës au centre de nodules inflammaloires comparables aux nodules 
botryomycoliques. 


ExPpéRIENcE IV. 


Deux cobayes reçoivent dans le testicule un crin trempé dans une culture 
d'un staphylocoque doré, isolé par M. Borrez d'une suppuration cutanée 
chez l'homme. Ce staphylocoque ne différait par aucun de ses caractères du 
botryocoque qui avait servi pour les premières expériences. 

L'un des cobayes est mort accidentellement au bout de quelques jours. Le 
second, sacrifié après deux mois, présentait une réaction inflammatoire très 
discrète, bien localisée à l'entour du crin. Ce nodule, malgré son faible déve- 
loppement, renfermait de nombreux grains à massues particulièrement bien 
différenciées (fig. 5 de la planche VT. 


h] r fa ni 7 
EXPÉRIENCE V. 
Trois cobayes reçoivent en injection intraveineuse chacun 0 cgr. 5 de 


staphylocoques isolés d'une mammite de la chèvre. Ils succombent tous 


(1) Les germes sont prélevés sur une culture de 24 heures sur gélose, et 
pesés à l’état frais. 
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rois le cinquième jour. À l’aulopsie, on trouve dans les reins de nomhreux 
foyers suppuralifs, dont certains renferment des grains slaphylococciques de 
s'ruclure lypique, avec microcoques centraux et massues périphériques (1). 


Si l'inoculation au cobaye de staphylocoques, dans les condi- 
lions précisées ci-dessus, donne lieu assez régulièrement à la 
production de grains, il faut bien dire que ce résultat n’est pas 
absolument constant. En fait, dans plusieurs expériences, l'ino- 
culation intraveineuse ou intratesticulaire de staphylocoques 
a seulement amené la formation de suppurations banales, dans 
lesquelles Les bactéries ne présentaient pas le mode de grou- 
pement si caractéristique des grains radiés. Le lecteur trouvera 
plus loin (chapitre IV) un essai d'interprétation de ces résul- 
tats négatifs, basé sur une nouvelle série d'expériences 


HI. — MORPHOLOGIE DES GRAINS STAPHYLOCOCCIQUES 
LES FORMES ACTINOMYCOTIQUES DU STAPHYLOCOQUE 


Les lésions de botryomycose chez le cobaye, comme on l'a 
vu par les descriptions du chapitre précédent, se présentent 
sous forme de noyaux durs, d'aspect bosselé et de couleur blanc 
jaunâlre qui occupent une plus ou moins grande partie du testi- 
cule. Ces noyaux sont l'équivalent exact des volumineuses 
tumeurs botryomycotiques du cheval. Vus en coupe au micro- 
scope, ils apparaissent en effet constitués par des nodules 
inflammatoires inclus dans des alvéoles fibreuses et identiques, 
par leur structure, aux nodules de la botryomycose spontanée. 
Ici, comme chez le cheval, le centre du nodule est occupé par 
un grain, autour duquel s'accumulent des leucocytes polynu- 
cléaires. Les mononucléaires, rares aux environs immédiats du 
parasite, deviennent de plus en plus nombreux vers la péri- 
phérie. Les travées conjonctives, formées dans leur partie 


(1) Les formes actinomycotiques du staphylocoque ne peuvent se déve- 
lopper qu'aux dépens de microbes vivants : des inoculations intra-testicu- 
laires de staphylocoques tués par des réactifs variés (alcool-éther, alcool- 
acétone), n’ont jamais donné lieu à la formation de grains. Les grains 
représentent donc bien des formes vivantes du parasite, et non point, 
comme on aurait pu être tenté de le croire, des corps de dégénérescence 
développés aux dépens de microbes morts. 
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axiale à peu près exclusivement de fibres, s’infiltrent latérale- 
ment de cellules fusiformes, qui réalisent une transition insen- 
sible avec le contenu cellulaire des nodules. 

Les grains sont de dimensions (rès diverses (leur diamètre 
étant le plus généralement compris entre 90 et 270 y). Les plus 
volumineux sont visibles à l'œil nu. On peut les examiner au 
microscope dans les frottis de pus, mais l'étude des coupes 
histologiques permet d'en analyser beaucoup plus exactement 
la structure. 

Leur forme générale rappelle celle des grains de la botryomy- 
cose spontanée. Les plus petits sont sphériques; les plus volu- 
mineux, müriformes. Tous comprennent deux zones bien dis- 
tinctes : une zone centrale, constituée par des microcoques, une 
zone périphérique, formée de massues (fig. 2, 5 et 6, pl. VT. 
Ils ont donc la structure de grains d'actinomycose, avec cetie 
seule différence que la région centrale, au lieu d’être remplie 
par un feutrage de filaments ramifiés, est constituée par un amas 
de microcoques. 

Les microcoques de la zone centrale sont identiques par leur 
taille, leur forme et leurs réactions colorantes, aux botryocoques 
ou aux staphylocoques qui ont servi pour l’inoculalion. Comme 
eux, ils se colorent par les couleurs basiques d'aniline et pren- 
nent le Gram. Ils sont groupés en une colonie unique dans les 
grains sphériques ou simples, tandis que, dans les grains müri- 
formes ou composés, ils se répartissent en plusieurs colonies, 
parfois bien distinctes les unes des autres, mais plus souvent 
largement confluentes. Ils sont cimentés par une gangue 
amorphe, réfringente, se colorant fortement par les couleurs 
acides d'aniline, et plus généralement par les colorants du 
tissu conjonctit (éosine, orange, picro-indigo-carmin, vert- 
lumière, safran, etc.). L'aspect de la substance interstitielle est 
tantôt hyalin, tantôt granuleux; on y trouve par places des 
Coccus bien reconnaissables, mais ayant perdu leurs affinités 
pour les colorants basiques. 

La gangue parait avoir une consistance dure, cornée; elle se 
craquèle sous le rasoir, mais peut aussi présenter des fissures 
naturelles, infiltrées de leucocytes. 

Les massues qui constituent la couche périphérique sont 
rangées radiairement autour du noyau central de manière à lui 
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former une couronne régulière et à donner à l’ensemble du 
grain une symétrie rayonnée. Ce sont des éléments allongés, 
renflés à leur extrémité externe, effilés du côté de leur termi- 
naison profonde qui est dirigée vers le centre du grain et se 
confond avec la gangue interstitielle. Leurs dimensions sont de 
mème ordre que celles des massues de l’actinomycose (3-4 # de 
largeur en moyenne pour une longueur de 8 à 12 4); elles sont 
d'ailleurs assez variables, et d'une manière générale d'autant 
plus considérables que le grain évolue depuis plus longtemps. 

Les massues se colorent, comme la gangue qui cimente les 
Coccus, où encore comme la coque périphérique des grains 
botryomycotiques du cheval, par les couleurs acides d'aniline 
(telles que l’éosine ou l'orange), par le vert-lumière, par le 
picro-indigo-carmin. Comme les massues actinomycotiques, elles 
sont acido-résistantes. Le safran, employé selon la technique de 
Massox, leur donne une belle teinte jaune. Elles ne prennent 
pas le Gram; il arrive pourtant dans certains cas qu'après 
l'emploi de la méthode de Gram elles restent partiellement 
teintées en violet pâle. La thionine phéniquée les colore en 
bleu, alors qu'elle colore les microcoques en rouge violacé. 

Quelle que soit la méthode de coloration employée, les 
massues apparaissent toujours très réfringentes. Leur structure 
n'est pas homogène; elles sont, en effet, formées d'une super- 
position de couches concentriques emboîtées les unes dans les 
autres. Cette structure stratifiée est également nette, que les 
massues soient coupées longitudinalement ou transversalement 
(fig. 5, pl. VD. Elle est surtout manifeste dans les massues de 
grande taille, où l’on peut voir deux et même trois couches 
disposées autour d'un axe grèle, qui ne paraît pas ètre de même 
nature que le reste de l'élément, car il garde souvent une légère 
affinité pour les colorants basiques. 

Les massues sont tantôt inermes, tantôt hérissées de piquants 
ou d’écailles régulièrement insérés sur tout leur pourtour, qui 
leur donnent un aspect échinulé ou barbelé (fig. 3, pl. VP. 
Ces ornements apparaissent d'autant mieux différenciés qu'on 
les observe sur des grains plus âgés. Chez des cobayes sacrifiés 
plusieurs mois après l’inoculation, ils atteignent un degré de 
complication extrème, d'où résultent, chez les éléments qui en 
sont porteurs, des aspects aussi délicats que variés. Parmi ces 
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massues à différenciation très marquée, certaines ont une 
forme allongée et grèle; elles peuvent être alors ramiliées, 
chaque rameau étant formé d'une série d’arlicles successifs. 
D'autres sont de forme plus ramassée, et ornées de longues 
écailles recourbées et épineuses, qui leur donnent l'aspect de 
capitules de chardon; chez les massues de ce type, la structure 
concentrique est particulièrement bien visible, les couches 
dont elles sont formées se colorant de manières diverses. 

Il peut arriver que les massues soient plus ou moins con- 
_crescentes, et même tout à fait indistinctes; l'enveloppe exté- 
rieure du grain est alors homogène et amorphe, comme dans la 
botryomycose spontanée. Dans les grains normaux, le revête- 
ment de massues peut manquer par endroits, et être remplacé 
par une paroi indivise pareille à l'enveloppe kystique des grains 
botryomycotiques du cheval, mais souvent pourvue de piquants 
semblables à ceux qui ornent les massues bien individualisées. 

Les grains présentent souvent une sorte de hile, au niveau 
duquel les massues font défaut, et par où les leucocytes peuvent 
pénétrer à l’intérieur de la colonie. 


L'existence de formes en massues dans des productions ne 
renfermant pas d’autres microorganismes que des staphylo- 
coques soulève quelques difficultés d'interprétation. Il peut 
sembler, & priori, peu vraisemblable que des microcoques de 
taille minime soient capables de donner naissance à ces volu- 
mineux éléments, qui en diffèrent si profondément par leurs 
dimensions, leur forme et leur structure, et l’on comprend 
malaisément comment une évolution aboutissant à une trans- 
formation si complète a pu se produire chez ces bactéries. 
L'étude comparative des massues de l’actinomycose et, d'autre 
part, l'examen de grains staphylococciques jeunes, en voie de 
formation, sont de nature à éclairer ce problème. 

Les massues qui entourent les grains actinomycotiques sont, 
en effet, exactement comparables aux massues de la botryomy- 
cose expérimentale, tant par leur forme générale et leur dispo- 
sition que par leur structure et leurs réactions colorantes 
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(fig. #, pl. VI) (1). On ne peut guère douter que des éléments 
si semblables ne soient de même nature et n'aient la même 
signification, et loute interprétation capable d'expliquer la 
formation des uns devra nécessairement être applicable aux 
autres. Or, nous avons des notions assez précises sur l’évolution 
des massues actinomycotiques. 


Les formes actinomycotiques, caractérisées par l'existence de grains 
entourés d’une couronne radiée de massues, se rencontrent communément 
chez des organismes filamenteux parasites appartenant aux genres Nocardia 
et Cohnistreplothrix. On les rencontre exceptionnellement chez les bacilles 
du type tuberculeux. Enfin, Licxières et Sprrz [11] ont décrit des formes 
semblables dans l'actinobacillose, maladie bactérienne des Bovidés, dont 
Pinox et Ravaur ont fait connaître l'existence chez l'homme [19]. 

Il s’agit là d'organismes assez distants les uns des autres, mais qui pour- 
tant appartiennent tous au groupe des Bactéries. Les Nocardia végèlent, à 
l'état saprophyte, sous forme de filaments mycéliens ramifiés, capables de 
se fragmenter en spores hien individualisées et pourvues d’une membrane 
propre. Ce dernier caractère les avait fait longtemps ranger parmi les 
Mucédinées inférieures, mais ainsi que l’a montré Pixoy [48}, la simplicité 
de leur structure cytologique les rattache indiscutablement aux bactéries. 
Les Cohnistreplothrix, organismes anaérobies, ne se distinguent des bactéries 
par aucun de leurs caractères; ils doivent être rangés dans le groupe des 
bacilles capables de se ramifier, à côté du bacille diphtérique et du bacille 
tuberculeux. Le parasite de l’actinobacillose est un coccobacille ne prenant 
pas le Gram. LiGnièRes et Spitz ont proposé de désigner sous le nom général 
d'actinophytes tous les organismes capables d'adopter le mode de végéta- 
tion actinomycotique. 


Le même type de végétation se rencontre, d’ailleurs, dans 
certaines conditions de vie parasitaire, chez des champignons 
authentiques tels que les Sporotrichum [18]. J'en ai d'autre 
part observé le développement aux dépens d'une levure 
(Monilia albicans) |13}. Ce dernier champignon, isolé des 
crachats d'un malade atleint de pseudo-tuberculose pulmo- 
naire, tuait le lapin en quelques jours, en injection intravei- 
neuse. Les coupes pratiquées dans les reins de l’animal inoculé 
montraient l'existence de nombreux foyers inflammatoires, 
pareils aux nodules botryomycotiques spontanés ou expérimen- 
taux. Dans quelques-uns de ces nodules, le champignon affec- 
tail la forme de grains, constitués par un feutrage de filaments 


(1) L'ornementation échinulée des massues, qui est la règle dans les grains 
staphylococciques, peut aussi se rencontrer, avec les mêmes caractères, 
dans les grains actinomycotiques (pl. VI, fig. 4). 
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cimentés par une gangue hyaline et entourés, en totalité ou 
en partie, par une couronne de massues réfringentes, acido- 
résistantes, à structure stratiliée et à disposition rayonnée 
(fig. 1), ayant en un mot les caractères morphologiques et 
microchimiques des massues de l'actinomycose. La plupart des 
massues du Monilia sont de plus ornées d'écailles épineuses 
imbriquées, régulièrement insérées sur tout leur pourtour, qui 
leur donnent un aspect échinulé et barbelé tout à fait identique 
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Fic. 1. — Coupe dans le rein d'un lapin insculé avec une culture de 
Monilia albicans, montrant la forme actinophytique du parasile : /, filaments 
mycéliens pelotonnés; e, ciment interstitiel; »#, massues barbelées; 7", mas- 
sue coupée tangentiellement, montrant la disposition imbriquée des écailles; 
p, polynucléaires. — Gr = 965. 


à celui des massues staphylococciques; cette identité de struc- 
ture ressort neltement de la comparaison de la figure ci-dessus 
(äg. 1), et de la figure 3 de la planche VI. 

L'existence de grains aclinophytiques chez un Ascomycète 
tel que Monilia albicans, ètre fort distant des bactéries et des 
Streptothricées, achève de montrer qu'il ne s’agit point là d'une 
forme spécifique, mais bien d'un type de structure communé- 
ment imposé à des êtres disparates par des conditions de vie 
particulières. 
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C'est chez les actinophytes filamenteux, du type Nocardia ou 
Cohnistreptothrir, que le mode de différenciation des massues 
apparaît le plus clairement. Ces microorganismes, parasites 
habituels de l’actinomycose, se développent dans l'organisme 
de leurs hôtes sous forme de peilotons serrés, formés par un 
enchevêtrement complexe de filaments ramifiés. De la péri- 
phérie du peloton, on voit se dégager, sous forme de courts 
bâtonnets radiés, les extrémités libres du mycélium. Dans les 
grains jeunes, ces filaments libres périphériques n’ont subi 
encore aucune différenciation; tout au plus sont-ils renflés en 
forme de massues grêles, mais leurs réactions colorantes 
restent celles des filaments centraux; comme eux, ils prennent 
le Gram. 

__ Ce n’est que secondairement que les extrémités périphériques 

des filaments différencient une membrane de plus en plus 
épaisse, formée de couches concentriques de plus en plus nom- 
breuses, et caractérisée par des affinités colorantes parlicu- 
lières, notamment par l’acido-résistance. Les massues ainsi 
formées, en même temps qu'elles s'épaississent par apposition 
de strates successives, s’imprègnent de sels minéraux. Mais au 
centre des massues même les mieux développées, on distingue 
encore nettement, si la coupe est bien axiale, le filament pri- 
mitif plus ou moins renflé et prenant le Gram. 

Un tel processus de différenciation apparaît iei comme une 
conséquence de la vie parasitaire; il est lié vraisemblablement 
à la réaction défensive des leucocytes et des humeurs qui 
s'accumulent autour du parasite. De telle sorte que l’on peut, 
avec Pixoy et Ravaur, considérer les massues actinomycotiques 
comme des productions mixtes, dépendant du parasite et de 
l'organisme. Ces auteurs [20] comparent très justement la 
formation des massues à celle des sucoirs de certains champi- 
gnons parasites des plantes, tels que les Péronosporées. En 
effet, comme l’a montré Maxcin, « la membrane de ces sucoirs 
qui pénètrent à l'intérieur d’une cellule végétale est constituée, 
d'une part, par la membrane du parasite et, d'autre part, par 
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une membrane sécrélée par la cellule végétale pour se pro- 
téger ») (a 

C'est vraisemblablement un processus analogue qui aboutit 
à la différenciation des massues staphylococciques, dont la 
structure stratiliée est si remarquablement pareille à celle des 
massues actinomycotiques. Mais si l’on conçoit aisément que 
l'épaississement terminal d’un filament aboutisse à la formation 
d'éléments claviformes, on s'explique moins bien que ce même 
type d'éléments puisse dériver d'organismes sphériques tels 
que des staphylocoques. 


L'actinobacille fournit, à vrai dire, un terme de passage entre les actino- 
phytes filamenteux et les actinophytes à éléments sphériques représentés 
par les staphylocoques. En effet, d'après Linières et Spitz, « l'agent spéci- 
fique de l'actinobacillose se présente dans les cultures sous l'aspect d'un 
microbe à peine plus gros que celui du choléra des poules. Dans les pre- 
mières cultures il est nettement bacillaire; plus tard, surtout sur gélose, il 
affecte la forme de coccobscille ou de diplocoque ». A l'état parasitaire, la 
forme coccobacillaire ou diplococcique existe seule, et Licnières et Spitz 
insistent sur ce fait que dans les lésions actinobacillaires on ne rencontre 
jamais de formes filamenteuses. Sous sa forme courte, l'actinobacille est en 
réalité plus proche des Coccus que des bacilles, et si l'on ajoute qu'il prend 
facilement la coloration bipolaire, son analogie avec le staphylocoque devient 
encore plus frappante. En fait, sans la réaction de Gram, il serait dans plus 
d'un cas malaisé de distinguer les deux bactéries l’une de l’autre. 

La propriété que possèdent les Cohnistreptothrir de fragmenter leur mycé- 
lium en éléments isodiamétriques, comparables à des microcoques, montre 
de même que la coupure entre les microbes filamenteux et sphériques n'est 
pas aussi irréductible qu’on pourrait « priori le croire. 


Enfin, l'examen de grains en voie de formation fournit des 
renseignements assez précis sur la genèse des éléments en 
massues. 

Si l’on examine des coupes de testicules de cobayes sacrifiés 
peu de jours après l'inoculation, à côté de grains ayant déjà des 
massues bien développées, on en voit d’autres dont la différen- 


(1) Cette interprétation est très généralement admise. Pourtant LIGNIÈRES 
et Srirz [11] en ont proposé une autre diamétralement opposée, qui depuis 
a élé reprise par Bruuwpr [4]. Pour ces auteurs, les massues seraient con- 
stiluées par du protoplasma microbien jeune, capable de bourgeenner, et ser- 
vant à la nutrition des bactéries situées à l’intérieur du grain. Le filament pre 
nant le Gram que l’on voit au centre des massues résulterait, selon BRUuMPT, - 
d'un artifice de préparation. Les faits relatifs à l'évolution des grains sta- 
phylococciques, qui montrent que les massues sont d'autant plus dévelop- 
pées et d'autant mieux différenciées qu'elles appartiennent à des grains plus 
âgés, vont à l'encontre de cette manière de voir. 
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ciation est moins avancée et qui représentent manifestement 
des stades précoces de l'évolution du parasite. 

Les grains que l’on peut vraisemblablement considérer 
comme les moins évolués sont formés par des amas compacts 
de staphylocoques de petite taille, tous semblables, doués 
d'affinité énergique pour les couleurs basiques, ayant, en un 
mot, tous les caractères de bactéries jeunes, en voie de prolifé- 
ration active. Chacun de ces amas est enrobé dans une masse 
zoogléique de substance amorphe, acidophile, rappelant par 
ses réactions colorantes la substance qui forme les massues ou 
la coque des grains botryomycotiques du cheval, mais en diffé- 
rant par son contour, qui est mal défini, et non point nettement 
arrêté. Il s’agit là, selon toute apparence, non d’une substance 
dure et cassante, comme celles dont les grains adultes sont 
formés, mais d’un produit demi-fluide, qui enrobe les colonies 
de staphylocoques et s’insinue entre les cellules du nodule 
inflammatoire. 

À un stade plus avancé de l’évolution des grains, on voit se 
produire des modifications notables chez les bactéries qui les 
composent. Tandis que les staphylocoques qui occupent le 
centre de la colonie conservent leurs caractères primitifs et ne 
manifestent aucune tendance à la différenciation, les Coccus 
périphériques accroissent leur volume dans des proportions 
considérables. Ces Coccus de grande taille se colorent moins 
éncrgiquement que les autres par les couleurs basiques. Ils sont 
groupés en tétrades, elles-mêmes alignées en rangées longitu- 
dinales disposées radiairement et autour desquelles se dépose 
et se concrète une substance analogue à celle qui forme la 
gangue du grain (fig. 6, pl. VI). Sur des coupes tangentielles 
de grains jeunes, on distingue très nettement les tétrades de 
staphylocoques, d'autant plus pâles qu'elles sont plus voisines 
de la périphérie, et entourées chacune d'une épaisse capsule 
géliliée. 

C'est dans ces rangées de staphylocoques groupés en tétrades 
à capsule gélifiée qu'il convient de voir l’ébauche des massues, 
dont elles affectent déjà la forme générale et la disposition 
rayonnée. Il est facile de concevoir par quel processus les 
massues en dérivent : l'épaississement de la membrane des 
staphylocoques de chaque rangée radiale, déjà bien manifeste 
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dans le stade précoce qui vient d’être décrit, se poursuit et se 
fait par dépôts successifs de produits sécrétés par le proto- 
plasma bactérien, ainsi qu’en témoigne la structure stratifiée 
des massues adulles. En même temps que la membrane 
s'épaissit, elle s'imprègne de substances élaborées par les 
cellules de l'hôte, et s’incruste de sels minéraux. Le dernier 
terme de sa différenciation est marqué par l’apparilion, à sa 
surface, des ornements complexes décrits plus haut. Quant au 
protoplasma des massues, il dégénère rapidement, tandis que 
la membrane se différencie; ses vestiges sont représentés par 
l'axe légèrement basophile que lon peut encore distinguer 
nettement dans les coupes de certaines massues. 

Ainsi comprise, l’évolution des massues staphylococciques 
peut être rattachée au phénomène général de la différenciation 
cellulaire chez les végétaux. On sait que les cellules végétales 
ont la propriété de s’entourer d’une membrane rigide, formée 
de produits sécrétés par le protoplasma, et accroissant son 
épaisseur par dépôt de strates successives. Or, chez beaucoup 
de cellules, et nolamment chez celles qui sont destinées à 
former les tissus squelettiques des plantes, la différenciation 
consiste essentiellement en un épaississement considérable de 
la membrane, dont la structure concentrique peut dès lors 
devenir très nettement apparente. La membrane ainsi accrue 
peut conserver sa nature chimique primitive, mais souvent la 
cellulose dont elle est formée s'imprègne de sels minéraux et 
de substances organiques diverses, lignine ou subérine par 
exemple. De plus, l'épaississement de la paroi n'est généra- 
lement pas uniforme : les produits de sécrétion protoplasmique 
qui la constituent se déposent, en effet, plus abondamment en 
certaines régions qu'en d’autres; il en résulte la formation à la 
surface de la membrane d'ornements, de sculptures en creux ou 
en relief. 

On retrouve l'équivalent de ces divers processus dans le cas 
particulier des bactéries actinophytes : épaississement de la 
membrane par sécrétion de strates concentriques, imprégnation 
de la paroi ainsi formée par des substances organiques et miné- 
rales, telles sont, là comme ailleurs, les étapes qui marquent 
les progrès de la différenciation. Dans beaucoup de cas, l’ana- 
logie se précise par le développement, à la surface des massues, 
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d’une ornementation échinulée comparable à celle des spores 
ou des grains de pollen d'un grand nombre de plantes. 

Ainsi, les lois qui règlent la différenciation cellulaire attei- 
gnent un haut degré de généralité, puisqu'elles restent les 
mêmes, dans ce qu'elles ont d’essentiel, chez les représentants 
les plus divers du monde végétal, aussi bien chez les bactéries, 
qui sont les plus simples des Thallophytes, que chez les plantes 
vasculaires les plus élevées en organisation. 


IV. — FACTEURS DE LA DIFFÉRENCIATION CHEZ LES BACTÉRIES 
CONCLUSION 


La complexité des formes actinophytiques du staphylocoque 
contraste avec la simplicité d'organisation qui, en règle géné- 
rale, caractérise les bactéries. Un grain staphylococcique peut 
être en effet considéré comme un véritable organisme pluricel- 
lulaire bien individualisé, et comprenant deux « tissus » 
distincis : la masse de microcoques qui en occupe l'intérieur, 
formée d'éléments bactériens indifférenciés et capables de 
multiplication, autrement dit de cellules embryonnaires, est 
l'équivalent d'un méristème; la couronne de massues est une 
sorte de tissu squelettique, dont les éléments sont comparables, 
par leur structure ét leur mode d’ornementation, aux cellules 
squelettiques des plantes supérieures. On a donc là l'exemple 
d'un processus par lequel des êtres unicellulaires simples tels 
que des bactéries ont acquis quelques-uns des traits qui carac- 
térisent l'organisation d'êtres plus complexes. Il reste à recher- 
cher sous l'influence de quel facteur une telle évolution a pu se 
produire. 

Il convient tout d'abord de remarquer qu'une spécialisation 
plus ou moins complète de la membrane s’observe assez com- 
munément chez les bactéries. Chez les microbes encapsulés tels 
que le pneumocoque, la membrane gélifiée qui constitue la 
capsule peut acquérir une épaisseur considérable, D'autre 
part, dans l'organisme de divers Rongeurs atteints de lubercu- 
lose, Mercanikorr [15] a observé des « corps en haltères » qui 
ne sont autre chose que des bacilles tuberculeux à membrane 
extraordinairement épaissie, calcifiée, et formée de strates con- 
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centriques. Il s’agit dans ce dernier cas de productions qui ne 
sont pas sans analogie avec les massues des actinophytes (1). 
Toutefois, ces bacilles hautement différenciés restent indépen- 
dants les uns des autres, et ne manifestent aucune tendance à 
cet agencement en édifices cellulaires de forme définie, qui est 
le propre de l'état pluricellulaire. 

Cet état se trouve par contre parfaitement réalisé dans un 
autre groupe de Bactériales, les Myxobactéries ou Symbactéries. 
A l'état végétatif, les Myxobactéries ne se distinguent en 
aucune manière des bactéries les plus banales. Mais dans 
certaines conditions, elles produisent des appareils de fructifi- 
calion, sortes de grains visibles à l'œil nu, constilués par des 
bactéries enrobées dans une gangue cornée. Chez le Chondro- 
myces crocalus, qui est l’espèce la plus évoluée du groupe, ces 
fructifications atteignent un degré remarquable de complexité 
morphologique. Elles comprennent, en effet, un pied, souvent 
ramifié, supportant une tète arrondie sur laquelle sont régu- 
lièrement insérés des kystes cylindriques. Pied, tête et kystes” 
sont formés de bactéries disposées suivant des alignements 
réguliers, et cimentées par une substance cornée de couleur 
jaune safran |[24|. 

Les fructifications des Myxobactéries rappellent les grains 
des actinophytes, à cela près que les éléments bactériens qui 
les composent sont tous semblables, et que la gangue qui les 
enrobe n’est pas découpée en massues radiées. Malgré ces diffé- 
rences, il paraît légitime de rapprocher des Myxobactéries les 
bactéries actinophytes telles que le staphylocoque, sous la 
réserve que comporte tout rapprochement de ce genre, dans un 
groupe aussi hétérogène et à affinités aussi obscures que celui 
des bactéries. 

On doit également, ainsi que l’a montré Pinoy, rattacher aux 
Myxobactéries les bactéroïdes qui provoquent la formation de 
nodosilés sur les racines des Légumineuses; dans les cellules 
des nodosités, ces organismes se présentent souvent sous 
l'aspect de filaments et de kystes de structure identique à celle 
des fructifications symbactériennes. 

IL existe donc diverses bactéries : bacille tuberculeux, sta- 


(1) Indépendamment des formes en haltère, on rencontre chez le bacille 
tuberculeux des formes actinophyliques types. 
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phylocoque, Myxobactéries, bactéroïides des Légumineuses, 
capables de donner naissance, dans certaines circonstances, 
à des formes hautement différenciées. On peut se demander 
s'il n'y a pas eu chez {ous ces êtres une évolution conver- 
gente déterminée par quelque condition de vie qui leur serait 
commune. Pour rechercher si une telle condition existe, on 
doit analyser les circonstances dans lesquelles ces formes 
complexes se développent. 

Les fructifications des Myxobactéries apparaissent dans les 
cultures de façon fort inconstante, et les conditions nécessaires 
à leur formation restaient jusqu'ici peu connues : on savait 
qu'elles se produisaient seulement sur des milieux de culture 
non stérilisés ou imparfaitement stérilisés. E. Pinoy [17] a 
montré qu'il suffisait, pour les obtenir à volonté, d'associer 
aux cultures pures de Myxobactéries une bactérie voisine du 
Micrococcus luteus. Les expériences de Pixoy ont porté sur 
le Chondromyces crocatus. En culture pure, cet organisme se 
développe indéfiniment à l’état végétatif; mais il suffit de 
semer à son contact la bactérie jaune symbiotique pour voir 
apparaître au bout de quelques jours, dans le tube de culture, 
un grand nombre de fructifications conformes au type normal. 
La symbiose avec un autre organisme apparaît donc chez les 
Myxobactéries comme un facteur nécessaire de l’évolution (1). 

Les bactéries des Légumineuses ne revêtent leurs formes 
myxobactériennes que dans les cellules des plantes qui les 
hébergent. Ces formes n'apparaissent pas dans les cultures 
pures que l’on peut obtenir de ces organismes. Or, le cas des 
Légumineuses est un exemple classique de symbiose entre 
plantes supérieures et Thallophytes. Il n'est pas illogique de 
penser que les conditions particulières créées par ce mode de 
vie ont pu exercer une influence décisive sur l’évolution mor- 
phologique des bactéroïdes. 

Les corps concentriques du bacille tuberculeux s'observent 
chez des Rongeurs particulièrement résistants à la tuberculose, 
tels que la Gerbille (WMeriones Shawii). Quand le bacille de 


(1) Si, sous leur forme végétative, les Myxobactéries sont indéfiniment 
bouturables en culture pure, la symbiose ne leur en est pas moins néces- 
saire au début de leur développement: en effet, les kystes dont elles dérivent 
ne peuvent germer qu'au contact de la bactérie associée. 
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Koch s'implante chez un organisme sensible à la tuberculose, 
les produits toxiques qu'il élabore amènent à plus ou moins 
brève échéance la nécrose des cellules qui forment le tuber- 
cule. Chez la Gerbille, cette nécrose ne se produit pas; les 
cellules qui entourent les bacilles restent vivantes. Le bacille 
tuberculeux végète done ici dans des conditions fort différentes 
de celles qu'il rencontre dans l'organisme des animaux sensi- 
bles. Il s'y adapte en épaississant sa membrane, et à l’abri de 
cette cuirasse protectrice 11 peut continuer à vivre indélini- 
ment. Il s'établit dans ce cas, entre Le parasite et son hôte, un 
équilibre qui est proprement une symbiose, puisqu'il permet 
aux deux organismes commensaux de tolérer une vie en 
commun indéfiniment prolongée. 

Les formes actinophytiques des bactéries s’observent dans 
des cas relativement assez rares, et seulement au cours de la 
vie parasitaire de ces êtres. Leur présence est la règle dans les 
lésions d’actinomycose, mais il s’agit Ià d’une maladie qui 
n'est point très fréquente et, d'autre part, elles manquent dans 
des lésions dues à des organismes tels que Nocardia Madura, 
très voisins des parasites de l’actinomycose. On sait enfin que 
l'inoculation des cultures du microbe de l’actinomycose reste 
le plus souvent sans résultat. J. H. Warieur lui-même, qui 
a réussi à reproduire expérimentalement la maladie chez le 
lapin et le cobaye, par l’inoculation de cultures de Cohnistrep- 
tothrix Israel, signale au cours de ses recherches de nombreux 
essais infructueux |25|. 

Les formes actinophytes du bacille de Koch sont relative- 
ment très rares dans la tuberculose spontanée. Coprex Jones en 
a rencontré dans des produits d'expectoration de malades 
atteints de tuberculose pulmonaire au stade des cavernes |5}. 
Dans la tuberculose expérimentale, elles ont été obtenues par 
divers auteurs |1, 6, 8, 12, 23), grâce à des conditions d'inocu- 
lation très particulières (inoculations intracérébrales ou intra- 
artérielles de bacilles tuberculeux). Quant aux formes actino- 
phytiques du staphylocoque, ainsi qu'on l'a vu plus haut (IP), 
on doit, pour les obtenir, recourir à des procédés spéciaux 
d'inoculation, et encore ne les obtient-on pas à coup sûr avec 
toutes les races de staphylocoques. On voit par là que les divers 
modes de vie parasitaire que peuvent adopter les bactéries 


26 
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banales, telles que le bacille tuberculeux ou le staphylocoque 
doré, ne sont pas également favorables à la différenciation des 
massues. Hors de certaines conditions très précises, el que doit 
réaliser un type particulier de parasilime, cette différenciation 
ne se produit pas. 

Une bactérie telle que le staphylocoque, capable de provo- 
quer chez les animaux auxquels on l'inocule les réactions les 
plus variées, offrait de notables avantages pour l'étude du déter- 
minisme de la différenciation actinophylique. En imoculant des 
slaphylocoques à plusieurs séries de cobayes, et en faisant 
varier deux des conditions de l'expérience : le nombre des 
germes inoculés et la race de ces germes, on pouvail espérer 
obtenir toule une gamme de réactions, el voir à quel type de 
lésion histologique correspondrait la présence des grains. C’est 
ce qui a été tenté dans l'expérience suivante. 


ExPériexce VI. 


L'expérience porle sur deux séries de cinq cobayes. Les animaux de la 
première série recoivent des doses diverses de staphylocoques isolés d'un 
cas de botryomycose du cheval; les animaux de la seconde série reçoivent 
les mêmes doses d’un sta hylocoque isolé d'une mammile de la chèvre. Les 
germes, provenant de cullures de 24 heures, sur gélose, sont inoculés dans 
le testicule, sans corps étrangers, à l'état de dilution dans un quart de cen- 
limètre cube d'eau physiologique. 

Les tableaux suivants résument les conditions. la marche et les résultals 
de l’expérience : 


PREMIÈRE SÉRIE. — Botryocoque (Culture de 24 heures sur gélose). 
Ce 
DOSE DURÉE 
de RÉSULTATS 
| inoculée | l'expérience 
| | 
| CC. 
1er cobaye! | 4 11 jours. Eschare du scrotum, molle, brun 
| rouge, élendue, avec empâtement sus- 
pubien bilatéral. (L'examen histologi- 
que n'a pu être fait, le cobaye avant 
disparu accidentellement.) 


— ‘| 0,1 1 Tuméfaclion fluctuante du testicule, 
qui alleint le volume d'une noix. Col- 
lection purulente formée de polynu- 
cléaires nécrosés. Autour de l'abcès, 
| pelits nodules botryomycotiques 1ypi- 
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RE 


ÉSULTATS 


DOSE LS | 
de | 
inoculée | l'expérience | 


RE annee né de HS RSS ns | ne ent nn en  e 


ques, renfermant des grains à ‘ife- | 
sues où à gangue amorphe. 


3° cobaye. 0,01 IS jours. Testicule adhérent, dur, bosselé. 
Nodules botryomycotiques renfermant 
des grains à massues. 


nor ‘ Alrophie du testicule. Foyer inffarn- | 
matoire formé de ‘céllules épithélioï- | 
des et de cellules £#éantes, et ne ren- 
fermant ni grains, ni staphylocoques | 
isolés. 


TS 
| 
[=] 
= 
[=] 
= 


5e == 0,0001! 18 — | Réaction minime, réduite à un seul | 
nodule botryomycotique de très petite ! 
taille, renfermant un grain à massues. 


DEUXIÈME SÉRIE. — Staphylocoque de la chèvre (Culture de 24 h. sur gélose). 


DOSE DURÉE 
de RÉSULTATS 
inoculée | y expérience 


* cobaye. Mort Congestion violente des viscères. 
en à h.1/4 


Sacrifié Empätement du serotum el eschare 
après brune, laissant après sa chute une 
25 jours. | ulcération par où ‘S'écoule du pus. 
Gros abcès formé de jpolynueléaires 

nécrosés. 


Atrophie du testicule. Réaction à 
inononucléaires sans éléments bacté- 
riens. 


0,001 Sacrifié Noyau induré à la partie inférieure 
après du testicule, formé de nodules à poly- 
19 jours. | nucléaires, renfermant des grains à 

gangue amorphe: 


0,0091!  Sacrifré Noyau induré à la partie inféricure 
après du testicule, formé de cellules épithé- à 
25 jours. : lioides avec forte réaction fibreuse, &£ 
ne renfermant pas d'éléments ‘hacle- 
4 riens. 
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Le staphylocoque de la chèvre utilisé pour la deuxième série de cobayes 
est le même qui, en injection intraveineuse, avait produit des formes en 
massues dans le rein (voir plus haut expérience V). A titre de contrôle, ce 
même germe est inoculé à une troisième série de cobayes, dans le testicule, 
mais à l'état de culture de 24 heures en bouillon Martin, prise à divers degrés 
de dilution (doses variant de 0,5 à 0,00005 c.c. de culture). Le tableau suivant 
résume les résultats de cette troisième série d'essais. 


TROISIÈME SÉRIE, — Staphylocoque de la chèvre (Culture de 24 heures 
en bouillon). 


DOSES DURÉE 
de culture de RÉSULTATS 
inoculées| l'expérience 
C.C- 
4er cobaye. | 0,5 Mort Testicule presque entièrement en- 
au bout vahi par des collections purulentes 
de 5 jours. | confluentes formées de polynucléaires 
nécrosés et renfermant de nombreux 
slaphylocoques disséminés ou grou- 
pés en colonies. À la périphérie des 
abcès, petits nodules. botryomycoti- 
ques avec grains à massues. 


0,05 Sacrifié Tuméfaction du testicule, puis ulcé- 
après ration du scrotum, qui donne issue à 
19 jours. | un pus bourbillonneux. A l'examen 
histologique, réaction à cellules géan- 
tes el à cellules épithélioïdes sans 

polynucléaires ni staphylocoques. 


0,005 ile Réaction à peu près nulle. 


0,0005 Id. 


0,00005 de Tuméfartion fluctuante et volumi- 
neuse du testicule, qui renferme deux 
collections purulentes formées de po- 
lynucléaires nécrosés, et renfermant 
de nombreux staphylocoques dissémi- 
nés ou groupés en colonies entourées 
d'un exsudat fibrino leucocytaire. 


Il résulte de l’ensemble de ces faits que l'action réciproque 
du staphylocoque et de l'hôte qui l'héberge peut aboutir à des 
résultats opposés suivant la dose et la race des germes inoculés. 
Si les microbes sont injectés à haute dose, l'animal peut périr 
d'intoxication générale en quelques heures (série IT, 1* cobaye), 
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ou en quelques jours (série II, 1° cobaye). Si on diminue la 
dose des germes injectés, on obtient, par contre, un effet pure- 
ment local, se traduisant par une exsudation leucocytaire; 
mais, dans ce cas encore, la réaction de l’organisme peut affecter 
des modalités diverses. 

Tantôt, et c'est, à quelques ue près, ce qui arrive 
lorsque la quantité de germes inoculés reste relativement 
élevée, il se produit, sous l'influence des toxines élaborées par 
le staphylocoque, une nécrose en masse des leucocytes exsudés, 
qui peuvent être éliminés à l’état de pus du vivant de l'animal 


Fi6. 2. — Coupe dans un foyer inflammatoire chez un cobaye ayant reçu 
0 egr. 001 de botryocoques. Les bactéries ont été complètement détruites; la 
figure montre une cellule géante entourée de cellules épithélioïdes; en haut 
et à droite, tissu fibreux. — Gr. = 750. 


(Série tl/#2cobaye: série tLl;72° “cobaye: :série IT, 4° ‘et 
5° cobayes). Dans ce cas, le parasite détruit les cellules qui 
tentaient de faire obstacle à sa progression ; on peut le retrouver 
à l'état de Coccus disséminés parmi les polynucléaires nécrosés. 

Tantôt, et c'est ce qui arrive le plus généralement quand on 
injecte des doses infinitésimales de staphylocoques, le résultat 
est exactement inverse : on observe dans les coupes des foyers 
leucocytaires formés d'éléments bien vivants, cellules épithé- 
lioïdes et cellules géantes, parmi lesquelles se différencient de 
nombreuses travées fibreuses (fig. 2). Mais les staphylocoques 
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font totalement défaut (série I, 4° cobaye ; série LH, 5° cobaye; 
série IIE, 2° cobaye). Dans de pareils cas, il y a destruction du 
parasite par les:cellules de l'organisme envahi. 

La condition intermédiaire, dans laquelle les organismes 
antagonisles, leucocytes et bactéries, arrivent, en équilibramt 
leurs forces, à tolérer la vie commune prolongée, se trouve 
réalisée assez régulièrement dans le cas où l'on inocule: des 
doses moyennes de staphylocoques (série [, 3° cobaye; série LE, 
4° cobaye). IL se forme alors des nodules leucocytaires composés 
d'éléments bien, vivants et groupés dans un ordre constant : 
polynucléaires au centre, mononucléaires à la périphérie. Mais 
si les leucocytes: résistent dans ce cas efficacement à l’action 
toxique des bactéries, ils ne parviennent pas, d'autre part, à les 
détruire. Les stapliylocoques restent, em effet, groupés en 
colonies au centre des nodules, et s'adaptent aux conditions de 
vie qui leur sont imposées en s’entourant d’une gangue géné- 
ralement découpée em massues. 

Il existe d’ailleurs toute une série d’intermédiaires entre Îles 
cas où cet équilibre limite est réalisé et les cas où le parasite 
détruit en masse les cellules de son hôte. Or, à chaque type de 
réaction cellulaire de l'organisme envahi correspond un mode 
de végétation différent du staphylocoque. Quand le testicule 
est envahi en masse par de vastes abeès confluents et nécrosés, 
les staphylocoques se présentent Le plus souvent dans les 
lésions à l’état de microcoques disséminés. Si la nécrose est 
moins étendue, ils tendent au contraire à rester groupés en 
colonies compactes. Dans le cas où la néerose se limite à une 
zone plus ou moins étroite entourant les colonies de staphylo- 
coques, ces dernières apparaissent enrobées dans un exsudat 
renfermant des leucocytes dégénérés. A une nécrose plus 
minime encore correspond l'existence des grains à gangue 
hyaline amorphe, et, en définitive, des grains à massues. On 
assiste donc: là à une. évolution. progressive du. staphylocoque 
depuis l’état: unicellulaire jusqu'à la forme actnophytique la 
mieux différenciée. 

Au surplus, ces divers types de réaction peuvent coexister 
chez le même animal. Ainsi, l’on peut voir, autour d’abcès 
formés de leucocytes nécrosés, des nodules botryomycotiques 
typiques, renfermant des grains et constitués par des poly- 
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nucléaires vivants (série 1, 2° cobaye; série IFF, 1° cobaye). 
Une telle diversité de réactions chez un même animal peut 
s'expliquer par une diffusion inégale de la toxine staphylo- 
coecique dans les différentes régions du testicule. L'essentiel 
est que les grains ne se forment jamais qu'au milieu d'éléments 
leucoeylaires de même lype, groupés suivant le même ordre et 
offrant le mème degré de vitalité. La différenciation actinophy- 
tique chez le staphylocoque est done sous la dépendance de 
conditions biologiques très étroites. Elle apparaît liée à cet état 
d'équilibre entre les actions réciproques du parasite et de 
l'hôte, qui caractérise la symbiose. 

Il est à remarquer que les formes aclinophytiques observées 
chez d’autres microorganismes apparaissent lorsque des con- 
ditions de vie parasitaire rigoureusement identiques sont 
réalisées. C'est ainsi que les grains à massues échinulées 
développés aux dépens du Monilia albicans (N. chap. HT) se 
forment, comme on l’a vu, au centre de nodules pareils aux 
nodules botryomycotiques, constitués comme eux essentielle- 
ment par des polynucléaires vivants (fig. 1, p. 357. Aïnsi deux 
êtres aussi distants qu'un staphylocoque et un Ascomycète 
peuvent, lorsqu'on les soumet aux mêmes conditions de vie, 
acquérir des caractères morphologiques identiques jusque 
dans leurs moindres détails. Un tel exemple de convergence 
suggère que la forme des êtres vivants peut dépendre, non 
seulement de la nature de leurs germes, mais encore, dans une 
large mesure, des circonstances qui entourent leur déve- 
loppement. 


En résumé, les formes hautement différenciées que peuvent 
revêtir les bactéries apparaissent dans les cas où ces organismes 
vivent en symbiose avec d'autres éléments cellulaires. Cette 
symbiose peut affecter les modalités les plus diverses, comme 
d’ailleurs l’évolution des bactéries qui s'y sont trouvées sou- 
mises : symbiose avec des microcoques dans le cas dés Myxo- 
bactéries; symbiose avec des cellules de plantes vasculaires 
dans le cas des bactéroïdes des Légumineuses: symbiose avec 
dés leucocytes de Vertébrés dans le cas des actinophytes. Il est 
permis de supposer que la vie en commun aver d’autres 
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cellules, en créant à ces bactéries des conditions d'existence 
très particulières, n’a pas été étrangère à l’évolution si remar- 
quable qu’elles ont subie. 

Cette conception a été récemment confirmée par P. Masson |14!. 
Dans la plaie de guerre botryomycotique qu'il a décrite, il 
a observé de volumineux nodules inflammatoires ayant la 
constilution des nodules de la botryomycose : mononueléaires 
en dehors; polynucléaires de plus en plus nombreux à mesure 
qu'on se rapproche du centre. Chaque nodule renferme un corps 
étranger central : séquestre osseux souvent creusé d'un canal 
de Havers rempli de staphylocoques, ou grain botryomycotique 
parfaitement différencié, constitué par une colonie de staphylo- 
coques entourée d'une pellicule réfringente. D'autres nodules, 
où prédominent les éléments mononucléés, macrophages et 
cellules géantes, ne renferment ni corps étrangers, ni microbes. 

Le cas décrit par Masson concentre en une seule observation 
les données expérimentales exposées dans le présent chapitre : 
un staphylocoque, très rare à l’état libre, donne des nodules 
inflammatoires à cellules géantes et disparaît. Protégé contre 
les leucocytes dans la lumière d'un canal de Havers, il y proli- 
fère à l'abri, et lorsque le séquestre se résorbe, la colonie 
microbienne se recouvre d'une enveloppe protectrice nouvelle 
où elle continue à s’accroitre : le corps étranger permet ainsi 
aux parasites rares de s'abriter contre le premier assaut leuco- 
cytaire, et de réaliser secondairement l'équilibre compatible 
avec la symbiose. 


La manière de voir exposée ci-dessus n'implique pas que 
l'on doive renoncer à obtenir des formes complexes de bactéries 
en cultures pures, sans le secours de la symbiose. Wricur [25] 
a vu, en effet, se développer les formes en massues du Cohni- 
streptothrix Israeli dans des milieux de culture additionnés de 
sang, de sérum ou de liquide pleurétique. Pixoy [17] a montré 
que l’on pouvait obtenir la fructification du Chondromyces 
crocatus en cullure pure, sans le concours d'aucun microorga- 
_nisme associé, à condilion d'additionner les milieux nutritifs 
d'extraits bactériens. Ces expériences sont encourageantes; 
elles rendent légitime l'espoir d'arriver à la connaissance de 


« 


conditions physico-chimiques simples, équivalentes à la sym- 
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biose, capables de s'y substituer efficacement, et, par là, 
d'éclairer son mécanisme. 

On pourra s'étonner de voir qualifier de symbiose certaines 
modalités de l'infection luberculeuse ou staphylococcique. La 
nolion de symbiose n'implique-t-elle pas l'existence d'une 
« association mutualistique entre des commensaux capables 
de s’entr'aider? » Ne s’oppose-t-elle pas par là à la notion de 
maladie? On sait depuis les découvertes de Noez BERNARD que 
cette conception finaliste doit être abandonnée; la symbiose 
n'est, en effet, qu'un cas parliculier de l'infection; entre les 
deux conditions extrêmes de la maladie mortelle et de l’immu- 
nité, elle représente la « condition intermédiaire où les deux 
organismes antagonistes arrivent. en équilibrant leurs forces, à 
tolérer la vie en commun prolongée ». 

A la suite de ses études sur les plantes à mycorhizes, Noër 
BervarD formule cette conclusion, que l’action continue de ja 
symbiose a eu un rôle essentiel pour la formation des espèces 
végétales [2]. Les faits énumérés dans le présent chapitre sug- 
sèrent que le même facteur a pu, dans une certaine mesure, 
présider à l'évolution qui, à partir des formes les plus rudi- 
mentaires de la matière vivante, a donné naissance à des êtres 
doués d’une organisation déjà complexe. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE VI 


Fi6. 1. — Coupe d'un grain botryomycotique dans le poumon d'un cheval. 
s, Staphylocoques; p, paroi du grain; /, leucocytes polynucléaires. Colora- 
tion : éosine-orange, bleu de toluidine. Gr.=— 340. 

Fi6. 2. — Coupe d'un grain botryomycotique dans le testicule d’un cobaye. 
s, stlaphylocoques: m, massues: p, polynucléaires. Coloration : Gram, piero- 
indigo-carmin. Gr. = 260. 

FiG. 3. — Détail d'un grain botryomycolique chez le cobaye, montrant 
l'ornementation échinulée des massues. Coloration : Gram, picro-indigo- 
carmin. Gr. — 520. 

Fré. 4. — Massues actinomycotiques à ornementation échinulée. Gr. = 450. 

Fig. 5. — Coupe d'un grain staphylococcique chez un cobaye. s, staphy- 
locoques; m, massues; m', massues coupées transyersalement, montrant 
leur structure concentrique. Coloration : éosine-orange, bleu de toluidine. 
Gr 1650! 

FiG. 6. — Coupe dans le testicule d'un cobaye, montrant un grain botryo- 
mycotique à un slade précoce de son évolution. »,massues; m', massues en 
voie de formation, renfermant des staphylocoques bien reconnaissables : 
t, staphylocoques groupés en tétrades; p, polynucléaires; mn, mononu- 
cléaires. Coloration : éosine-orange, bleu de toluidine. Gr. — 800. 


CONTRIBUTION A L'ÉTUDE DE L'HÉRÉDITÉ 
DE LA RAGE 


par P. REMLINGER. 


Dans ces dernières années, Konradi (1) a repris de façon très 
heureuse la question de l'hérédité de la rage. Celle-ci n’appa- 
raissait que comme un fait exceptionnel d'intérêt restreint. Cet 
expérimentateur a montré que la rareté apparente de la trans- 
mission de la maladie de la mère au fœtus était due à ce que les 
inoculations n'étaient pas faites dans des conditions de sévérité 
suffisantes (chez le cobaye et non chez le lapin; par injection 
sous la dure-mère et non sous la peau ou dans les muscles), et 
à ce que les animaux n'étaient pas tenus en observation un 
temps suffisamment long (un an et davantage). Il a attiré 
l'attention sur ce qu’en traversant le placenta, le virus rabique 
perd une partie notable de sa force (2) et démontré, par le 
moyen détourné du passage de la maladie de la mère au fœtus, 
que le virus peut circuler un temps très long dans le sang d’un 
animal avant que les symptômes caractéristiques de la rage 
n’éclatent et, par conséquent, que la nrort ne se produise. Très. 
frappé par l'importance de ce dernier fait el par les consé- 
quences qu'il était susceptible de comporter, nous avons 
trouvé intéressant d'étudier à notre tour cette question de 


(4) Koxranir, [st die Wut vererbbar? Centralblalt für Bakleriologie, L Abt. Ori- 
ginale, Bd XXXVIIL, p. 60, et Bd XLVII, p. 203. — L'hérédité de la rage. Ces 
Annales, t. XXX, 1916, pp. 33-48. 

Nous renvoyons à ces travaux pour la bibliographie de la question, 

(2) Nous avons montré que si on fait passer du virus rabique à travers la 
bougie Berkefeld, et que si on inocule le filtrat au lapin, celui-ci contracte la 
rage avec un retard dans la période d'incubation. Dès le premier passage de 
lapin à lapin, l'incubation redevient normale. C’est une question de quantité 
de virus. Un certain nombre de germes demeurent dans la bougie. Dans les 
expériences de Konradi, le virus donne également la rage avec un retard de 
l'incubation, mais ce retard persiste au cours des passages ullérieurs de 
cerveau à cerveau. Ce n’est plus la quantité mais la qualité du virus qui est 
en cause. Celui-ci s'affaiblit en passant de la mère au fœtus. 
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l’hérédité de la rage. Nous exposerons les résultats de nos 
expériences et en lirerons quelques déductions. 


Pour répondre à une question posée par Konradi à l’occasion 
d'une de ses observations, nous nous sommes tout d’abord 
demandé si l'infection conceptionnelle était possible. Cette 
éventualité supposant la présence du virus rabique dans le 
sperme ou dans l'ovule, nos recherches ont porté sur le con- 
tenu des vésicules séminales, sur les testicules et les ovaires 
des cobayes rabiques. Toutes ont été entreprises avec des virus 
de rue entretenus par passages de cobaye à cobaye. 

a) Du 25 septembre au 14 octobre 1916, le contenu des vési- 
cules séminales de 15 cobayes morts de rage a été émulsionné 
dans de l’eau physiologique et inoculé chaque fois sous la dure- 
mère d’un lapin et d’un cobaye. Le cobaye recevait, en outre, 
dans les muscles de la nuque la totalité de l’émulsion non 
employée pour la trépanation, quantité qui, dans quelques 
observations, s'est élevée jnsqu'à 10 cent. cubes. Aucun des 
apimaux inoculés n’a contracté la rage. 

b) Du 11 octobre au 15 novembre 1916, les testicules de 
6 cobayes rabiques ont été réduits en pulpe, et la totalité de 
l’'émulsion inoculée sous la dure-mère et dans les muscles de 
la nuque de 12 cobayes. Aucun d’eux n’a contracté la rage. 

c) Du 25 octobre au 2 novembre 1916, les ovaires de 
6 cobayes ayant succombé au virus de rue ont été broyés avec 
soin, émulsionnés dans de l’eau physiologique et inoculés à la 
fois sous la dure-mère et dans les muscles de la nuque de 
6 lapins. Aucun d'eux n’a contracté la rage. 

Tous nos animaux (21 lapins, 27 cobayes) ont été tenus en 
observation pendant seize mois, c'est-à-dire un temps large- 
ment suffisant pour que la maladie se déclarät chez eux, alors 
même que la quantité du virus inoculé eût été très faible. Nous 
croyons donc pouvoir conclure à la non-existence de la rage 
conceptionnelle. Il reste que les cas de passage du virus 
rabique de la mère au fœtus relèvent d’une transmission pla- 
centaire, et il résulte des recherches de nos prédécesseurs et 
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des nôtres que cette transmission peut être réalisée dans trois 
conditions différentes : 

4° A l’autopsie d'un animal mort de rage, on trouve dans la 
matrice des fœtus à un stade plus ou moins avancé de déve- 
loppement. Leur cerveau inoculé au cobaye donne ia rage. 

20 (Juelques jours avant de succomber à la rage, un animal 
met au monde des petits bien vivants mais qui, à une date plus 
ou moins éloignée, prennent la maladie et meurent. 

3° Plus ou moins longtemps après avoir été inoculé avec du 
virus rabique, un animal donne Île jour à des petils parfaite- 
ment constitués qui vivent plusieurs semaines, plusieurs mois 
mème avant de présenter les premiers symptômes de la rage. 

A ce moment, la mère est encore vivante et parfaitement 
portante. Elle ne succombera à la rage ‘que très longtemps 
après sa progéniture. 


L'éventualité, de beaucoup la plus banale qui puisse se 
présenter, est la suivante. Un bactériologiste procède à 
l'autopsie d'un animal : chien, mouton, lapin, cobaye, etc. 
qui a succombé à la rage. Il trouve dans la matrice des fœtus 
souvent parvenus à un état de développement avancé et l’idée 
lui vient, tout naturellement, de rechercher si le virus de la 
mère a lraversé le placenta et s’est fixé sur le système nerveux 
des petits. La plupart des observations publiées de passage ou 
de uou-passage du virus rabique de la mère au fœtus rentrent 
dans cette catégorie. Ainsi que nous l'avons déjà indiqué, si 
- l'injection n'est pas faite sous la dure-mère du cobaye ou si 
l'observation n’est pas maintenue un temps assez long, Îles 
animaux inoculés survivent. Des résultats positifs peuvent 
être obtenus dans le cas contraire. Les deux observations qui 
suivent en témoignent. Le fait toutefois est exceptionnel et, 
pour deux résullats positifs, nous en comptons personnellement 
sept négatifs. Ceux-ci du reste ne signifient nullement que le 
virus à été arrêté par le placenta comme il l'est par un filtre 
trop serré ou qu'il l'a franchi en trop petite quantité pour 
pouvoir être décelé. Supposons qu'un très petit nombre de 
jours après l'accident, on procède à l’autopsie d'une personne 
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mordue par un chien enragé et qu'on inocule son bulbe sous 
la dure-mère d’un cobaye. Du résultat négatif de cette inocu- 
lation, on ne concluera pas que celte personne n’a pas été conla- 
minée et que, si elle était demeurée en vie, elle n'aurait pas 
contracté la rage. Il en est de mème dans le cas présent. La 
traversée du placenta par le virus peut dater des derniers 
jours, voire des dernières heures de la vie de la mère, en sorte 
que la fixation sur le système nerveux du fœtus m'est pas 
encore réalisée. Peut-être aurait-on alors plus de chance de 
déceler le virus dans le domaine de la veine porte que dans le 
cerveau ou dans le bulbe. Toutefois les quelques recherches que 
nous avons dirigées dans ce sens ont fourni un résultat négatif. 


O8s. I. — Le 24 octobre 1916, on trouve dans la matrice d’un cobaye qui 
vient de succomber. au neuvième passage d’un virus de rue, un fœtus très 
voisin du terme car le corps est entièrement couvert de poils. Le bulbe de la 
mère est inoculé sous la dure-mère d'un cobaye qui succombe le 30 octobre 
(6e jour) à une rage furieuse classique. Le cerveau entier du fœtus est émul- 
sionné finement dans de l'eau physiologique. L'émulsion est inoculée, à ta 
dose de 1/2 cent. cube, sous la dure-mère d’un lapin, puis, à la dose de 4/4 de 
. cent. cube, dans le cerveau d'un jeune cobaye qui reçoit, en outre, dans les 
muscles de la nuque tout le surplus de l'émulsion (soitenviron 10 cent. cubes). 

Le 24 février 1917 (13° jour), le cobaye commence à présenter des sym- 
ptômes d’excitation. 11 va et vient de façon anormale, glousse et éparpille ses 
iliments en désordre sur le sol de la cage. Le lendemain, il a les poils 
hérissés, le regard incendiaire et ne peut lenir en place, Dyspnée très mar- 
quée. L'après-midi, la démarche devient ébrieuse. Bientôt il tombe sur le 
«“ôté, ne peut plus se relever et entre en agonie. Mort le soir. Un an après 
l'inoculation, le lapin élait encore vivant et bien portant. 


Ons. II. — Le 13 novembre 1916, on trouve à l’aulopsie d’un cobaye mort de 
rage furieuse à la suite de l'inoculation intracérébrale de virus de rue (12e pas- 
sage) deux fœlus parfaitement développés. Ils paraissent près de leur terme 
car les poils recouvrent tout le corps. Le bulbe de la mère sert à faire un 
passage par le cerveau d'un cobaye (mort de rage furieuse au 7° jour). Tout 
lencéphale des deux fœtus est émulsionné finement et inoculé à la fois dans 
le cerveau (un quart de cent. cube environ) et dans les muscles de la nuque 
tout le surplus de l'émulsion, d'un mème cobaye. Cet animal ne présente 
aucune particularité intéressante à signaler jusqu'au 7 juillet 1917 (236€ jour. 
\ celle date, il montre une agilalion anormale ; il parcourt sa cage en glous- 
sant, l'œil en feu et en proie à une vive dyspnée. Il est trouvé mort le len- 
demain malin (237° jour). Le bulbe est inoculé dans le cerveau d'un lapin et 
d'un cobaye. Le premier succombe à une rage paralytique le 2% jour: le 
<econd à une rage furieuse le 2%. 


LI 


+ * 


La deuxième circonstance dans laquelle le passage du virus 
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de la mère au fœtus peut être démontré diffère peu de la précé- 
dente. Un animal à été inoculé avec du virus rabique. On 
s'attend à le voir d’un jour à l’autre prendre la rage et suc- 
comber, et de fait l'événement prévu se réalise. Cependant, 
quelques jours avant de présenter les premiers symptômes de 
la maladie, l'animal a donné le jour à des petits bien constitués 
qu'on parvient à allaiter et à élever après la mort de leur mère. 
Ils vivent plusieurs jours, plusieurs semaines, parfois même 
plusieurs mois. Ils meurent alors, souvent avec des symplômes 
rabiques un peu atlénués ainsi qu'il est fréquent chez les 
jeunes sujets, mais les passages démontrent péremploirement 
qu'ils ont bien suecombé à la rage. Aux quelques observations 
de celte catégorie qui ont été publiées, nous pouvons ajouter la 
suivante : 

O8s. III. — Le 12 novembre 1916, une cobaye reçoit à la fois sous la dure. 
mère et dans les muscles de la nuque la rate émulsionnée (1) d’un autre cobaye 
qui vient de succomber à un 10° passage de virus de rue. Le 5 décembre (23° jour 
après l’inoculation), étant en pleine santé, elle met bas un petit parfaitement 
constitué. Elle continue à se bien porter et allaite normalement jusqu'au 
10 décembre. Le 10 décembre au matin {28° jour), elle paraît fortement 
suspecte de rage. Elle demeure blottie dans un coin de sa cage, triste, les 
poils hérissés, en proie à une violente dyspnée. Elle présente un commen- 
cement de paralysie du train postérieur qui va s'accentuant au cours de la 
journée et meurt le 11 au matin (29° jour). Les passages démontrent qu'elle: 
a effectivement succombé à la rage. 

Le 11 décembre le petit, âgé de six jours, est confié à une autre mère ; il se 
développe normalement et demeure parfaitement portant jusqu'au 17 janvier, 
c'est-à-dire jusqu'à son 43° jour. Ce jour-là. il est triste, s'isole de ses frères 
«le lait, ne mange pas... Il présente un peu de hérissement des poils et pousse, 
si on le prend à la main, de petits cris plaintifs. Il meurt dans la nuit du 
31 au 48. Le bulbe est inoculé sous la dure-mère de deux lapins. Tous deux 
présentent le 30 janvier (12° jour) les premiers symplômes d'une rage para- 
lylique à laquelle ils succombent trois jours plus tard (15° jour). 


Il est nécessaire d'indiquer que le passage du virus rabique 
de la mère au fœtus dans les conditions qui précèdent n’est 
nullement fatal. Pour une observation positive, nous en avons 
recueilli trois négatives, soit que, tenus en observation pendant 
près de deux ans, les cobayes nés de mères rabiques n'aient 
Jamais présenté le moindre symptôme morbide (1 observation, 
2 cobayes), soit qu'ayant succombé dès le début de l’allaitement 


(2) P. RemuiGer, Sur la présence du virus rabique dans la rate. Ces Annales 
t: XXXII, n° 8, août 1918. 
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par leur nourrice, les passages effectués avec les cerveaux 
soient demeurés sans effet (2 observations, 3 cobayes). Ces 
derniers faits sont du reste passibles de l’objection développée 
au paragraphe précédent. Elant donnée la mort rapide des 
animaux, ils ne prouvent pas de facon péremptoire que le virus 
rabique n'a pas traversé Le placenta. Il est possible que celui-ci 
ait été franchi mais que le.virus n'ait pas eu le temps de par- 
venir jusqu à l’encéphale et-de s’y fixer. 


+ 


ons” 


Le troisième cas qui peut se présenter en malière d'hérédité 
de rage dépasse certainement en importance et en intérêt les 
faits dont il vient d’être question. Ici, contrairement à ce que 
nous avons vu précédemment, la mère survit, et parfois de 
beaucoup, à sa progéniture. Un temps plus ou moins long 
après avoir été inoculée ävec du virus rabique, elle donne le 
jour à des petils qui vivent plusieurs semaines, plusieurs mois 
même avant de succomber à la rage. À ce moment, elle est 
encore vivante et parfaitement portante. Ce n'est que beaucoup 
plus tard qu'elle présentera les premiers symptômes de la 
maladie et qu’elle mourra. Konradi a eu le mérite d'attirer l'at- 
tention sur cette forme si spéciale d’hérédité rabique. Un peu 
sceptique au sujet de ces faits et croyant à l'existence d’une 
cause d'erreur, nous avons, en cherchant à les vérifier, recueilli 
l'observation suivante qui les confirme de tous points. 


Ous. IV, — Le 17 août 1916, deux cobayes, un mâle et une femelle, sont 
inoculés simultanément sous la peau de la plante de la patte postérieure 
droite avec quelques gouttes d'émulsion d'un virus de rue ayant déjà passé 
deux fois par le cobaye. Ils sont mis dans la même cage. 

Le 30 août (13° jour) le mâle présente les premiers symptômes d'une rage 
paralytique à forme pseudo-télanique qui évolue les jours suivants de la 
facon habituelle à cette forme d'affection (1. [1 meurt dans la nuit du 2 au 
3 septembre. 

La femelle, inoculée cependant de facon identique, demeure bien portante 
et, le 6 octobre, — cinquante jours après l’inoculation — elle met bas trois 
petils paraissant fort bien constitués. Le 19 octobre au matin (13° jour), l'un 
d'eux est trouvé mort sans que, la veille, il ait attiré l'attention par aucun 
symplôme. L'autopsie demeure muette sur les causes du décès. L'encéphale 
tout entier est émulsionné dans de l'eau physiologique et injecté à la dose 


1) P. RemuGer, Contribution à l'étude de la rage du cobaye. Ces Annales. 
t. XXXI, n° 11, novembre 1917. 
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maxima compatible avec ce mode d'inoculalion dans le cerveau de deux 
cobayes. Ceux-ci reçoivent, en outre, dans les muscles de la nuque tout le 
surplus de l’'émulsion. Actuellement encore, plus de deux ans après l’inocu- 
lation, ces animaux sont vivants et bien portants. Il semble donc que ce 
premier cobaye soit mort de façon indépendante de la rage, sans que le virus 
rabique soit parvenu à son cerveau. Il est du reste probable que, si cet 
animal avait vécu plus longtemps, le virus serait arrivé à son encéphale 
comme il est arrivé à celui des deux autres petits dont il nous reste à parler 
et qu'il aurait, comme eux, succombé à la rage. 

Ces deux petits cobayes se sont développés de façon normale et sont 
demeurés bien portants jusqu'au 7 novembre (32° jour). A cette date, ils pré- 
sentent l’un et l’autre de la tristesse, de l’inappétence, du hérissement des 
poils. Ils se tiennent apathiques dans un coin de la cage et, si on vient à les 
prendre à la main, poussent de petits cris plaintifs. L'état s'aggrave le lende- 
main. Pendant que l'un présente une paralysie localisée au train postérieur, 
l’autre montre une incertitude de la démarche qui parait l'indice d’une para- 
lysie généralisée. Amaigrissement. Dyspnée. Ils sont, l’un et l'autre, trouvés 
morts le 9 novembre au matin. L’autopsie des cavités thoracique et abdomi- 
nale est négative quant aux causes du décès. Le contenu des deux cavités 
craniennes est, séparément, prélevé, émulsionné et inoculé à la dose de 
1/4 de cent. cube environ dans le cerveau de deux jeunes cobayes (un mâle, 
une femelle), tout le surplus de l'émulsion étant injecté dans les muscles de 
la nuque de l'animal correspondant. 

La mère cependant continuait d’être vivante et bien portante. Le 17 décembre 
(122 jours après son inoculalion, 68 jours après la parturition, 38 jours après 
la mort des deux petits), on la trouve le matin avec une paralysie flasque du 
train postérieur. Le membre droit (inoculé) est un peu plus roide que le 
membre gauche. La différence toutefois est peu sensible. L'animal va et 
vient dans sa cage en lirant son arrière-train à sa suite et sans paraitre très 
incommodé de cet état de choses. Il a sa physionomie habituelle et mange 
comme si de rien n'était. Le soir, on constate un peu de dyspnée. Il est 
trouvé mort le 18 au matin. Aucune lésion intéressante à l’autopsie. Le 
bulbe est inoculé sous la dure-mère d’un lapin. Celui-ci commence à pré- 
senter le 1er janvier (13° jour) une instabilité de la démarche qui trahit le 
début de la rage paralÿtique. Le lendemain, l'existence de celle-ci ne fait 
aucun doute. Le 3, l'animal est couché sur le côté et commence d'agoniser. 
Il meurt le 4 janvier (16e jour). 

Nous devons revenir maintenant aux deux jeunes cobayes (un mâle, une 
femelle) inoculés dans le cerveau et les muscles de la nuque avec l'encé- 
phale des deux pelits morts, le 9 novembre après avoir présenté des sym- 
ptômes paralytiques très suspects. Ils sont demeurés l’un et l’autre, de même 
que dans les observations de Konradi, vivants et bien portants pendant un 
temps très long. Ils se sont accouplés et ont donné le jour à une portée 
avant de succomber à la rage, le mâle au 115e jour (4 mars 1917); la femelle 
au 135° (24 mars). Les diagnostics ont été, chaque fois, confirmés par les 
passages. La portée est demeurée indemne. 


En résumé, un cobaye inoculé à la patte avec du virus de rue 
met au monde cinquante jours après son inoculation trois 
petits. L'un est trouvé mort le 13° jour, et il semble que la 
rage soit étrangère à son décès. Les deux autres succombent à 
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l’âge de trente-quatre jours au milieu de symptômes paraly- 
tiques très suspects, et les passages démontrent qu'ils sont 
bien morts de rage (1). Non seulement, la mère a survécu à ses 
trois petits, mais encore elle n’a présenté que trenle-huit jours 
après la mort des deux derniers les premiers symptômes de la 
rage à laquelle elle a succombé le lendemain. 


* 


kr à 


Il résulte de l'observation qui précède et des faits similaires 
publiés par Konradi que le cobaye peut transmettre 2» uwfero la 
rage à ses petits alors qu'il présente tous les attributs extérieurs 
de la santé. plus d’une année parfois avant que lui-même ne 
succombe à la maladie. Konradi, qui a étudié également le’ pas- 
sage du virus rabique (virus de rue) de la mère au fœtus chez le 
lapin et chez le chien, est d'avis que, dans cette transmission; il 
n'y a pas de différence entre les espèces animales. Il y a done 
Lout lieu de supposer que des faits analogues aux précédents se 
présentent dans la nature, sinon chez l’homme, du moins chez 
le chien. Ils paraissent propres à éclairer : 

1° Certains cas de transmission de la rage par les chiens 
sains ; 

2° L'apparition de la rage chez de jeunes chiens n'ayant été 
ni mordus, ni léchés, ni contaminés d'aucune façon par des 
animaux enragés ; 

3° L'immunité bien connue depuis Pasteur de certains chiens 
contre la rage; 

4° La latence du virus rabique dans le système nerveux et le 
polymorphisme possible de ses manifestations. 

Nous envisageons brièvement chacun de ces points. 


(1) En vérité, celte observation est, ainsi que la précédente (obs. D), pas- 
sible de l'objection que la rage des petits n'a pas été lransmise héréditai- 
rement, mais communiquée par la salive de la mère lorsqu'au moment de 
la naissance celle-ci a coupé le cordon et léché la plaie ombilieale. Nous 
croyons assez hypothélique cette interprétation, qui ne peut s'appliquer aux 
observations I et IT (petits trouvés in utero), mais qu'il serait fort difficile de 
réfuter directement. On remarquera au reste que si, 34 jours (obs. IV) avant 
la mort de ses pelits, une femelle possède dans la salive assez de virus 
pour conférer une rage mortelle lors de la section du cordon, le fait n'est 
pas pour diminuer, mais au contraire pour augmenter l'importance de quel- 
ques-unes des considérations qui vont suivre. 
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TRANSMISSION DE LA RAGE PAR LES CHIENS SAINS 


Roux et Nocard ont démontré que, deux à trois jours avant 
l'apparition de tout changement dans les allures d'un chien, 
sa bave était déjà virulente. Par suite de documents, soit clini- 
ques, soit expérimentaux, ce délai a été successivement porté 
à 4 jours (Rabieaux), à 5 (Nicolas), à 8 (Pampoukis), à 13 
(Zaccaria), à 14 (Konradi). Or il semble logique de conclure 
des observations de ce dernier auteur ainsi que de notre obser- 
vation IN que ce chiffre de 14 jours doit encore être tenu pour 
très inférieur à la réalité, ou plutôt que la donnée de la conta- 
giosité de la salive un nombre de jours déterminé avant l’appa- 
rition des premiers symptômes de la rage est pleinement illu- 
soire. Si le virus rabique se rencontre dans le sang plusieurs 
mois avant la mort — et il s'y rencontre puisqu'il passe de la 
mère au fœtus — il n’y a guère de raison pour qu à ce moment 
il ne se trouve pas également dans les glandes salivaires. Sans 
doute, dans une expérience du reste difficile à reproduire, 
Bertarelli (4) paraît avoir démontré que le virus rabique parve- 
nait à ces glandes par la voie des nerfs périphériques plutôt 
que par la voie sanguine. Mais l'infection du système nerveux 
ne peut-elle pas être contemporaine de l'infection sanguine? 
Nous avons fourni beaucoup d'arguments (2) en faveur de 
l'infection très précoce du système nerveux dans la rage. Quoi 
qu'il en soit, il existe dans la littérature médicale d'assez nom- 
breuses observations de personnes ayant contracté la rage après 
avoir été mordues par un chien qui n'était nullement enragé, 
par un chien qui, dans quelques cas, aurait même survécu à 
ses victimes. Jusqu'à aujourd’hui, ces faits étaient générale- 
ment et sous des prétextes divers révoqués en doute. Peut-être 
convient-il — en raison des observations qui précèdent — de se 
montrer à leur endroit un peu moins sévère. On conçoit, sans 


(1) BerrareLLt, Les voies par lesquelles le virus rabique arrive aux glandes 
salivaires du chien. Centralblatt für Bakteriologie, | Abt. Originale, Bd XXX VIT, 
H. 2, 17 octobre 1904. 

(2) P. REmuNGER, À quel moment le cerveau des hommes et des animaux 
mordus par un chien enragé devient-il virulent? Soc. de Biologie, 10 juin 1905. 
— Contribution à la pathogénie de la rage. Soc. de Biologie, 16 février 1907, 
Contribution à l'étude de la latence du virus rabique dans le système 
nerveux. Ces Annales, t. XXIV, 1910, pp. 798-806. 
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qu'il soit nécessaire d'insister, l'intérêt de cette notion au point 
de vue pralique. À ce qu'elle reçoive la sanction définitive de 
l’expérimentation, il se présente des difficultés non pas certes 
insurmontables, mais cependant considérables. Il semble que 
le passage du virus rabique dans le sang doive surtout 
s'observer avec des virus de rue moyennement ou faiblement 
actifs. D'où longue durée de l’incubation de la rage chez les 
animaux inoculés et, par conséquent, de la période au cours de 
laquelle leur salive devra être recueillie et injectée. A cette 
phase latente de la maladie, le virus ne passe certainement du 
sang dans les glandes salivaires qu'en petite quantité. D'où 
nécessité d'inoculer à un grand nombre de cobayes une grande 
quantité de salive. Au surplus, cette inoculation ne peut être 
pratiquée ni dans le cerveau, ni dans la chambre antérieure, 
mais seulement dans les muscles ou sous la peau. D'où prolon- 
gation considérable de la durée d'observation des animaux 


x 


venant s'ajouter à une forte mortalité par septicémie. 


L'HÉRÉDITÉ, FACTEUR ÉTIOLOGIQUE DE LA RAGE 


Cette idée que, dans l'étiologie de la rage du chien, l'hérédité 
est susceptible de jouer — aux proportions près — un rôle 
analogue à celui qu'elle remplit chez l'homme dans l'éliologie 
de la tuberculose, de la lèpre ou de la syphilis ne laisse pas 
a priori que de causer quelque surprise. Cependant, on voit 
parfois la rage se déclarer chez des chiens placés dans des con- 
ditions telles qu'ils ont pu bien difficilement être contaminés 
soit par un de leurs congénères, soit par un autre animal, voire 
par un chat ou une souris. Il arrive que la rage frappe ainsi 
sunullanément plusieurs chiens d'une même portée (1) ou la 
porlée tout entière alors que la mère est encore vivante, bien 
porlante et ne succombera que plus tard, si même elle suc- 
combe. Du moment qu'un animal infecté in utero peut vivre 
plusieurs mois avant de présenter les premiers symptômes de 
la maladie, il convient d'admettre une exception à la règle que 
tout cas de rage dérive d’une contamination par morsure, coup 


(1) P. Reumuncer, La rage chez les très jeunes chiens. Revue générale de 
Médecine vélérinaire, 1° décembre 1908. 
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de griffe, lèchements, etc., et le fait qu’un jeune chien s’est 
trouvé dans l'impossibilité d’ètre mordu ne constitue nulle- 
ment un motif suffisant pour exclure le diagnostic de rage. Le 
cas échéant, il convient de diriger ses investigalions du côté de 
la mère et de rechercher, au cas où elle est morte, à quelle 
maladie elle a succombé; au cas où elle est encore vivante, si 
elle n’a pas pu être contaminée par un animal enragé. Remar- 
quons qu'il n’est pas impossible qu'après avoir transmis à ses 
petits une rage mortelle, elle-même échappe à la maladie. Le 
virus qui cireulait dans son sang a passé au fœtus. Il a trouvé 
là un système nerveux jeune, hypo-résistant ainsi qu'il est 
classique. D’où apparition de la rage un temps plus ou moins 
long après la naissance. Chez la mère, adulte, vieille parfois, 
le virus se heurte au contraire à la force de résistance de l’orga- 
nisme dont l'importance dans la rage n’est plus à démontrer et, 
détruit par elle comme il aurait pu l'être par le traitement anti- 
rabique, il peut demeurer impuissant à conférer la maladie. 


IMMUNITÉ DE CERTAINS CHIENS CONTRE LA RAGE 


On sait depuis les premières recherches de Pasteur et de 
Roux que certains chiens sont doués d'une immunité naturelle 
contre la rage. Ils résistent à l'infection quelles que soient la 
dose de virus injectée et la voie choisie pour l'inoculation. Tous 
les auteurs qui ont expérimenté sur le chien de façon un peu 
suivie ont observé de ces états réfractaires. On avait jusqu'ici 
tendance à considérer cette immunité comme acquise à la 
suite d’une atteinte antérieure, plus ou moins fruste et suivie 
de guérison. La démonstration dans la rage — par la preuve 
détournée du passage du virus à travers le placenta — d'une 
phase sanguine précédant de longue date la phase nerveuse 
de la maladie n’est nullement défavorable à cette hypothèse. 
On est toutefois en droit de se demander si, dans certains cas 
tout au moins, il ne s'agirait pas là d’une immunité hérédi- 
laire. Ces états réfractaires s'observent parfois chez des animaux 
jeunes chez lesquels une atteinte antérieure de rage est bien 
improbable. Or il est possible que le virus rabique traverse le 
placenta en quantité trop faible pour conférer la maladie, mais 
suffisante pour créer l'immunité. 
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D'autre part, ainsi que nous l'avons déjà indiqué, Konradi 
a montré que le virus rabique subit, en traversant le placenta, 
. une atténuation. De celle-ci peut également résulter une vacci- 
nation. Entre les animaux qui succombent à la rage le jour 
même ou le lendemain de leur naissance (virus peu atténués), 
et ceux qui non seulement ne prennent pas la maladie mais 
encore sont immunisés contre elle (virus très atténués), il exis- 
terait ainsi tous les intermédiaires représentés par les animaux 
qui meurent après plusieurs jours, plusieurs semaines, plu- 
sieurs mois (virus atténués moyennement). 


LATENCE DU VIRUS RABIQUE. POLYMORPHISME POSSIBLE 


DE SES MANIFESTATIONS 


Il est difficile de ne pas rapprocher les observations de 
Konradi et notre observation IV de recherches antérieures 
de Paltauf (1) dont nous avons autrefois souligné l'impor- 
tance (2). Cet auteur inoculant à des lapins le cerveau de 
quatre personnes ayant succombé soit au cours du traitement 
antirabique, soit très peu de temps après lui à des affections 
n'ayant rien de commun avec la rage (delirium . tremens, 
artério-sclérose cérébrale, embolie pulmonaire) voit ces ani- 
maux succomber à la maladie. L'époque tardive de la mort 
(40° jour et davantage), les symplômes observés (rage consomp- 
tive) prouvaient que le virus fixe n'était pas en cause, mais 
qu'il s'agissait d’un virus dé rue atténué, soit par le traitement 
pastorien, soit par la force destructive de l'organisme. De ce 
rapprochement, on paraît en droit de conclure que, lorsqu'un 
homme est mordu par un chien enragé, c'est moins souvent 
qu'il n’est classique que le virus est détruit au point où il a été 
déposé. Il est susceptible de passer dans le sang sans qu'aucun 


phénomène morbide — tout au plus quelques accès fébriles 
irréguliers (Babès) — ne trahisse sa présence. Il peut même 


arriver au système nerveux central et s'y fixer sans que la rage 


4) Parraur, Zur Pathologie der Wutkrankheïit beim Menschen. Wien. klin. 
Woch., 22 Juillet 1909, pp. 1023-1027. 

(2) P. RemunGer, Contribution à l'étude de la latence du virus rabique dans 
le système nerveux. Ces Annales, 1910, t. XXIV, pp. 798-806. 
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éclate. IL demeure em un mot dans l'organisme absolument 
latent. Si la vaccination pasteurienne ou les forces destructrices 
de l’économie n’amènent pas la disparition du virus, cette 
latence est susceptible de persister un temps très long, des 
mois, des années jusqu'au Jour où, par un mécanisme encore 
inconnu, un traumatisme, une émotion morale, un refroïdis- 
sement local ou général font passer le virus à l’activité, produi- 
sant l'éclosion soudaine de la maladie. On sait combien, même 
au cours de la rage déclarée, la salive humaine est peu viru- 
lente. Loin de nous par conséquent l’idée d'agiter le spectre de 
la transmission de la rage par la salive d’une personne saine. 
Mais on peut se demander si le virus rabique que presque tous 
les faits concordent à nous montrer si actif, si agressif n’est 
pas plus latent en apparence qu'en réalité, et s'il n’est pas 
susceptible de déterminer chez l'homme d’autres modalités 
cliniques que celles de la rage furieuse ou paralytique classi- 
ques. Déjà nous avons fait voir que le syndrome de Landry (1) 
pouvait ètre réalisé par lui et MM. J. Courmont et Lesieur (2) 
l’ont incriminé dans la genèse de certaines myélites transverses, 
hémiplégies, attaques apoplectiques.. Le virus rabique ne se 
trouverait-il pas à l’origine d'un certain nombre de maladies 
nerveuses et même mentales dont la cause nous échappe 
myélites, paralysies diverses; syndromes bulbaire ou pseudo- 
bulbaire, manies aiguës, délires, démences, ete., etc. On ne 
peut qu'être frappé par l'observation de cette femme de qua- 
rante-trois ans (3) qui, mordue à la main, présenta deux mois 
après le traitement pasteurien de la courbature, de la fièvre (38), 
des troubles respiratoires, de la douleur au niveau du siège 
des injections, de la tristesse, de l'abattement, une demi-incon- 
science et de la parésie du côté droit. Elle fut internée dans un 
asile où le diagnostic porté fut : démence avec délire subaigu et 
où elle succomba, paralytique et démente, dix mois après la 
morsure. Îl existe une sorte de cloison étanche entre les 
aliénistes et les baclériologistes. C’est peut-être un tort. 


(1) P. ReuuNGer, Syndrome de Landry et rage paralytique. Soc. de Biologie, 
12 mai 1906. 

(2) Couxmonr et Lesreur, Etudes cliniques sur la rage humaine. Journal de 
Physiologie et de Pathologie générale, 15 novembre 1906. 

(5) Heyoexreicu, Wirkliche Wutkrankheit oder angeimpfte modificierte 
Wut. Berl. kiin. Woch., 19 septembre 1904. 
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Nous ferons en terminant une dernière remarque. On connaît 
les accidents paralytiques susceplibles de se manifester au 
cours du traitement antirabique ou peu de temps après lui. 
Leur symptomatologie très variable peut revêlir le masque de 
la paralysie ascendante, de l'hémiplégie, de la myélite dorso- 
lombaire, d'une monoplégie, d’une polynévrite, d’une paralysie 
du nerf facial ou d'un autre nerf cranien. Nous avons soutenu 
jusqu'ici (1) que ces diverses manifestations étaient des acci- 
dents du traitement imputables à la toxine du virus fixe ou aux 
poisons de la cellule nerveuse normale renfermés dans les 
émulsions. Cette opinion n'est pas celle de la majorité des 
auteurs (2) qui voient dans ces paralysies de la rage à virus de 
rue, atténuée, {transformée par la vaccination. Un argument que 
nous croyions péremptoire était l'apparition de paralysies chez 
un certain nombre de mordus dont le chien avait été ullérieure- 
ment retrouvé vivant et bien portant. Il perd beaucoup de sa 
valeur du fait de la présence du virus rabique dans le sang 
d'animaux présentant toutes les apparences de la santé. Une 
analogie assez séduisante pourrait également être relevée entre 
ces paralysies d’un membre, d’un nerf, se produisant chez des 
mordus au cours du traitement, et ces télanos également loca- 
lisés se déclarant chez des blessés insuffisamment immunisés.… 
S'il était démontré que ces accidents singuliers à figure de 
myélite, de polynévrite, de paralysie du nerf facial ou d’un des 
nerfs moteurs de l'œil ne sont autre chose que de la rage 
atténuée, on conçoit quelle importance le fait présenterait au 
point de vue du polymorphisme et de l'extension possible des 
manifestations cliniques du virus rabique. 


(1) P. RemLiNGEr, Phénomènes paralytiques au cours du traitement antira- 
bique. Ann. de l'Institut Pasteur, 1905, pp. 625-646, et Accidents paralytiques 
au cours du traitement antirabique. Presse médicale, 1908, n° 74, p. 586-588. 

(2) LaverAN, Ivo Novr, BorDon: UrrREDuzz1, DADDI, ZACCARIA, CHMJELEWSKY et 
SKksCHIVAN, etc. Voir surtout Courmont et LesiEur, Etudes cliniques sur la rage 
humaine. Loc. cit. 
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SUR LA MODIFICATION D’UNE SOUCHE MICROBIENNE 
PAR LA 
SÉLECTION DES GERMES PHAGOCYTABLES 


par E. WOLLMAN. 


Lorsqu'on injecte à un Japin du vaccin charbonneux sous la 
peau d’une oreille (le lapin résiste toujours à l'inoculation du 
premier vaccin charbonneux et souvent à celle du deuxième) et 
que sous la peau de l’autre oreille on inocule du charbon viru- 
lent on constate les phénomènes suivants. 

Dans la première oreille il se produit un afflux de leucocytes 
amenant un exsudat purulent; toutes les bactéridies sont rapi- 
dement phagocytées. L'exsudat formé dans la deuxième oreille 
reste séreux, ne contient pas ou presque pas de leucocytes; la 
phagocytose est nulle, les bactéridies pullulent (4). 

Ce sont là les deux termes extrêmes de la réaction de l'orga- 
nisme. D'une manière générale, lorsqu'on inocule à un ina 
une culture pathogène, on constate qu'une partie des germes 
devient la proie des phagocytes, tandis que d'autres y 
échappent, se multiplient et envahissent l'organisme (2). Il y 

(4) Mercaxikorr, Immunilé dans les maladiesjinfectieuses, p. 168. Paris, 1904. 


(2) Ces phénomènes ont été bien analysés par Bordet. Ann. Soc 


SC MEME 
nat. de Bruxelles, t. IV, 1895, et ces Annales, 1897, p. 171. 


28 


390 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


à donc entre les germes d'une même culture des différences 
individuelles qui font que ces germes résistent plus ou moins 
efficacement aux moyens de défense de l'animal (1). Ne pour- 
rait-on .mettre à profit ces différences individuelles pour 
séparer et sélectionner les germes phagocytables d’une part, 
ceux qui ne le sont pas, de l’autre ? 

Si cette séparation réussissait, quelles seraient les propriétés 
des variétés ainsi obtenues? lelles sont les questions que nous 
nous sommes posées dans ce travail; par suite des circon- 
stances, nous n'avons pu qu'aborder à peine la seconde. 

Nous nous sommes tout d'abord adressé au charbon virulent. 
Lorsqu'on en injecte une suspension dans la éavité péritonéale 
du cobaye, et qu'on prélève d'heure en heure une gouttelette 
d'exsudat, on constate que même au bout de cinq à six heures 
cet exsudat ne contient pas ou presque pas de leucocytes; la 
phagocytose est nulle ou à peu près. Il est impossible dans ces 
conditions de tenter la séparation que nous nous proposions 
de faire. 

On peut tourner la difficulté en « préparant » les animaux. Si 
la veille de l’inoculation on injecte dans la cavité péritonéale 
une suspension stérile d'aleurone, il se produit une leucocy- 
tose abondante et quatre à cinq heures après l'injection des 
bactéridies on constate une phagocytose réduite, mais nette- 
ment marquée. 

Pour éviter cette complication de la technique, nous avons 
préféré nous adresser dans les expériences préliminaires au 
deuxième vaccin pastorien. Celui-ci est en effet virulent pour 
le cobaye et Le tue en soixante-douze heures environ en injec- 
tion sous-cutanée. Lorsqu'on en injecte une suspension dans 
la cavité péritonéale d'un cobaye normal et qu'on examime 
l’exsudat d'heure en heure, on constate les faits suivants : Une 
heure après l'injection, l'exsudat renferme de nombreuses bac- 
téridies libres ayant conservé la forme et la grosseur de celles 
de la culture injectée. Il n'y à que de très rares leucocytes. 
Deux à trois heures plus tard, on trouve d’assez nombreux leu- 
cocytes dont un certain nombre ont englobé des bactéridies. I] 


(4) On a attribué ces différences à la chimiolaxie positive ou négative 
Bordet), ou à la production de substances particulières repoussant les 
leucocytes (aggressines de Bail). 


SÉLECTION DES GERMES PHAGOCYTABLES 391 


y à toujours beaucoup de bactéridies libres, parmi lesquelles 
des formes plus grandes et plus épaisses que celles de la cul- 
ture. Plus tard encore (cinq à six heures après l’inoculation), 
les leucocytes sont nombreux; beaucoup d’entre eux ont pha- 
gocyté des bactéridies. La grande majorité des bactéridies libres 
sont de grosses formes à capsule. On peut tenter à ce moment 
la séparation des bactéridies phagocytées et de celles qui sont 
libres dans l'exsudat. 


MARCHE D'UNE EXPÉRIENCE 


On injecte dans la cavité péritonéale d'un cobaye le quart 
environ d’une culture de dix-huit heures sur gélose inclinée 
de deuxième vaccin charbonneux. Cinq heures après cette 
inoculation, le cobaye est tué par saignée. On incise la paroi 
abdominale (après épilation et flambage) et on lave la cavité 
péritonéale avec 30 cent. cubes d'eau physiologique stérile. On 
prélève le liquide ainsi obtenu, et on le centrifuge pendant trois 
à quatre minutes. On obtient un culot c,, composé en grande 
partie de leucocytes, et un liquide surnageant s, renfermant sur- 
tout des bactéridies libres. On remet le culot en suspension 
dans 30 cent. cubes d’eau physiologique stérile et l’on centri- 
fuge à nouveau, d’une part la suspension c,, riche en leucocytes 
ainsi obtenus et d'autre part la suspension s,. Cette opération 
est répétée à cinq ou six reprises, de sorte qu'on arrive à avoir 
d'une part un culot (c.) ne contenant à peu près que des leuco- 
cytes, dont une partie renferme des bactéridies phagocytées et 
d'autre part un liquide surnageant (s.) ne contenant que des 
bactéridies libres, c’est-à-dire des bactéridies ayant résisté à la 
phagocytose et dont la plupartisont entourées de capsules. 

On ensemence sur gélose inclinée le culot et la suspension 
de bactéridies. On obtient de cette facon deux cultures; l’une 
— culture c,, — provient de bactéridies englobées par les leuco-! 
cytes; l’autre — culture s,, — de bactéridies qui ont résisté. 

Le lendemain, on injecte chacune de ces deux cultures dans 
la cavité péritonéale de cobayes neufs. On répète les opéra- 
tions de la veille avec cette différence que, pour le cobaye 
inoculé avec la culture €,, on ne prend après chaque centrifu- 
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galion que le culot; chez celui injecté avec la culture s,, on ne 
conserve que la suspension surnageante. Après cinq à six cen- 
trifugations, on réensemence le culot et le liquide surnageant 
obtenus en dernier lieu. On oblient deux nouvelles cullures € 
et s, avec lesquelles on fait un nouveau passage dans la cavité 
péritonéale du cobaye et ainsi de suite. 


Figure 1. 


Dès ce moment (troisième passage sur l'animal), l'aspect des 
exsudats prélevés cinq à six heures après l’inoculation chez les 
deux cobayes est très différent. Chez le cobaye injecté avec la 
culture €,, l'exsudat est très riche en leucocytes dont la plus 
grande partie ont englobé des bactéridies ; il y a peu de bacté- 
ridies libres, dès la première centrifugation on obtient un culot 
abondant et un liquide surnageant très clair. Chez le cobaye 
injecté avec la culture s, l’exsudat montre encore des leucocytes 
abondants, mais dont la très grande majorité est vide; les 
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bactéridies libres sont très nombreuses et un grand nombre 
sont entourées de capsules. À la centrifugation un liquide 
trouble recouvre le culot leucocytaire. 

Ainsi les bactéridies qui proviennent de l’ensemencement 
des culots successifs, c’est-à-dire de la multiplication de bacté- 
ridies englobées par les leucocytes, se montrent beaucoup plus 
phagocytables que la souche primitive. Par contre, les bacté- 


Figure 2. 


ridies provenant de l’ensemencement des liquides surnageants 
deviennent de plus en plus réfractaires à la phagocytose. Ces 
différences s’accentuent avec le nombre de passages sur 
l'animal, chaque passage et chaque ensemencement revenant 
à la sélection des germes phagocytables lorsqu'on ensemence 
le culot leucocytaire, à celle de germes réfractaires à la phago- 
cytose lorsqu'on ensemence le liquide surnageant. 

La nature des expériences fait qu’il est difficile de réaliser un 
grand nombre de passages. Malgré toutes les précautions, la 
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contamination n'est pas facile à éviter ; d'autre part, l’ensemen- 
cement du culot leucocytaire reste quelquefois stérile, ce qui 
oblige à recommencer les opérations. 

Dans deux séries d'expériences nous avons pu faire six et 
huit passages sur cobayes. Les figures 1 et 2 présentent les 
photographies des préparations faites avec l'exsudat péritonéal 
de cinq heures produit par les variétés €. et s (cinquième 
passage sur cobaye) (1). 

On voit d'une part (fig. 1, variété c, produite par sélection 
des germes phagoeytables) les leucocytes bourrés de bacté- 
ridies; les quelques bactéridies libres conservent la forme et 
la grosseur des bactéridies de culture. 

D'autre part (fig. 2, variété s produite par sélection des 
germes réfractaires à la phagocytose), Les leucocytes sont nom- 
breux mais n’englobent pas de bactéridies. Celles-ci sont entou- 
rées de capsules. N’était l'abondance de leucocytes, cette prépa- 
ration ferait penser à un exsudat produit par Le charbon virulent. 

On peut donc par la méthode que nous venons de décrire 
obtenir à partir d’une seule et même souche deux variétés se 
comportant de façon très différente vis-à-vis des phagocytes. 
Quelles sont les propriétés de ces variétés? Comme nous l'avons 
dit plus haut, nous avons pu entamer à peine cette partie de 
notre travail. 

Les quelques expériences faites pour comparer Ia virulence 
des deux variétés semblent indiquer que la variété € est aviru- 
lente, tandis que la variété s conserve la virulence de la souche 
d'origine. 

Si par de nouvelles recherches ces résultats étaient confirmés 
et étendus à d’autres espèces microbiennes, nous nous trouve- 
rions en présence d’un procédé d'atténuation des virus qui 
serait la contre-partie de la méthode courante d’exaltation de 
la virulence par passages sur lanimal. Dans cette dernière en 
effet ce sont les germes virulents qui sont sélectionnés, ceux 
qui ont triomphé des phagocytes. C'est le contraire qui se pro- 
duit avee la technique que nous venons de décrire (2). 


1) Ces photographies ont élé faites par M. Jeantel. 

2) Etant donné le rôle des organes phagocytaires dans la production des 
anticorps il serait mtéressant d'étudier la vaccination par ces variétés phago- 
cytables. 


RECHERCHES EXPÉRIMENTALES SUR LA GRIPPE 


par CHarres NICOLLE et Cnarces LEBAILLY. 


On lira dans ce mémoire, avec un peu plus de détails, les 
expériences déjà rapportées dans notre note à l’Académie des 
Sciences du 21 octobre 1918, et qui prouvent la nature filtrante 
du virus grippal et la sensibilité du singe. L’exposé de ces 
expériences est accompagné ici de celui de quelques autres, 
dont l’une semble bien démontrer le peu de résistance du virus 
à la dessiccatien. 

Il serait téméraire de tirer des conclusions fermes des autres 
résultats, en raison de leur caractère négatif. Une donnée, qui 
n’est pas de nous, devra désormais dominer l'étude expéri- 
mentale de la grippe : celle de l’immunité conférée à l'homme 
par une première atteinte. Il est à peu près impossible de 
déterminer avec certitude qu'un sujet d'expérience a présenté 
ou non- une atteinte antérieure de grippe. Si le souvenir des 
grandes épidémies de cette maladie permet parfois un diagnostic 
rétrospectif, il n’est pas démontré que des cas légitimes ne s’en 
puissent rencontrer en dehors de ces épidémies, et, même au 
cours de celles-ci, des formes particulièrement légères peuvent 
passer inaperçues et laisser cependant à leur suite un état 
réfractaire. 

Il n'est donc que légitime, dans des expériences telles que 
les nôtres, de suspecter les résultats négatifs, surtout lorsque 
ceux-ci sont observés chez des personnes d’un certain âge, en 
particulier sur celles qui étaient nées avant la grande épidémie 
de 1889. 

Le nombre de nos expériences a été nécessairement limité. 
La rareté des singes nous obligeait, à défaut d’autres animaux 
sensibles, à nous adresser à l’homme. On comprend avec quelle 
prudence de telles expériences doivent être conduites. 

Nous avons eu soin de nous assurer que ceux de nos sujets 
volontaires d'expérience, qui ont contracté la maladie, n'avaiént 
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pu se contaminer au contact de personnes naturellement 
atteintes; nous en apporterons la preuve. 

Toutes nos expériences ont été pratiquées avec le virus de 
malades atteints de grippe non compliquée et ce virus recueilli 
à une date aussi rapprochée que possible du début de l'infection. 

Nous remercions nos confrères les D'° Broc, Cassuto, Jamin, 
Lemanski, Lesca et M° Lesca, auxquels nous sommes rede- 
vables du matériel utilisé dans ces recherches. 


EXPOSÉ EXPÉRIMENTAL 


ExPéÉRiENCE |. — La nommée M. M... quarante et un ans, est atteinte de 
grippe en même temps qu'une de ses filles, et après deux autres de ses 
enfants. Le premier cas de cette épidémie familiale est du 24 août, il prend 
fin le 26; le second malade, atteint le 26, guérit le 29. C’est le lendemain 30 
qu'éclatent les deux derniers cas, dont celui qui nous fournira le virus. 

Le 30 août (2° jour), M. M... présente les symptômes classiques de la grippe, 
en particulier le catarrhe oculo-nasal, une céphalalgie violente et de la fièvre 
(390 le matin}. Nous prélevons par ponction veineuse du sang, qui est utilisé 
pour des hémocultures, demeurées négalives, et l'inoculation immédiate de 
deux cobayes par voie péritonéale (2 et 3 cent. cubes). Une partie du sang 
est en outre défibrinée et sert, une heure plus tard, à l'inoculation intracéré- 
brale de quatre autres cobayes (1 à II gouttes) et intrapéritonéale de deux 
souris (1/2 et 3/4 de cent. cube). 

Les six cobayes sont demeurés indemnes; leur température, prise durant 
trente jours, n'a rien présenté d'anormal. Des deux souris, l'une est morte 
le 31 septembre dans l'hypothermie. Le sang de la seconde, sacrifiée le 
même jour, a été inoculé à deux autres souris, qui n'ont réagi ni au ther- 
momètre, ni d'autre manière. 

‘Le 1er septembre, l'état de M. M... est sensiblement le même. Cependant sa 
température a baissé; le thermomètre ne marque plus que 3795 le matin. On 
note par contre de la toux et une expectoration abondante et claire, dans 
laquelle le microscope montre des formes bactériennes diverses. 

Une partie de cette expectoralion est inoculée sous les conjonctives des 
paupières inférieures et par instillation nasale à un singe bonnet chinois 
(Macacus sinicus). La plus grande partie des crachats est additionnée de dix 
fois son volume d'eau physiologique, agitée pendant cinq minutes dans un 
flacon à billes dans le but de l'homogénéiser, puis centrifugée à faible 
vitesse pendant une minute et demie. La partie supérieure du liquide est 
ensuite décantée, filtrée sur papier, puis sur bougie Chamberland L 12 à une 
pression de 30 à 40 centimètres de mercure. 

On inocule avec le filtrat deux personnes de bonne volonté : À, âgé de 
vingt-deux ans, en reçoit 4 cent. cubes sous la peau; B, âgé de trente ans, 
6 cent. cubes dans les veines. 

Les résultats de ces inoculations ont été les suivants : 

1° Singe (Macacus sinicus) (virus entier). — L'animal tombe malade le 6* jour, 
il ne mange pas, paraît fatigué, la Llempérature s'élève au-dessus de 40° et 
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s'y maintient trois jours (courbe 1); on note alors de la diarrhée; les jours 
suivants, amaigrissement et dépression. 

.Avec le sang de ce singe, prélevé par ponction cardiaque le premier jour 
de la fièvre, on inocule sous la peau (3 cent. cubes) le sujet C âgé de vingt- 
deux ans, sans résultat, et, par voie périlonéale, une souris qui n'a témoigné 
d'aucun symptôme ultérieur. Cette expérience, précédée d’un examen micro- 
scopique négatif, avait pour but de rechercher si le pneumocoque n'était pas 
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en cause dans l'infection expérimentale du singe et s’il n'était point passé 
dans le sang de cet animal. 

20 Sujet À (virus filtré sous-cutané). — Cette personne tombe malade le 
même jour que le singe; elle présente les symptômes classiques de la 
grippe : début brusque, mal de tête, courbature générale, catarrhe oculo- 
nasal. Les températures, prises seulement le matin, ont élé le premier jour 
de 390, le second de 38, le troisième de 37°5. Deux jours plus tard, le malade 
est entièrement rétabli. 

Le sujet À habitait une chambre particulière, qu'il partageait avec une 
autre personne, non atteinte de grippe antérieurement ou pendant sa 
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maladie: il n'avait fréquenté aucun grippé. En outre, nous devons faire 
remarquer qu'il est tombé malade le même jour que le singe et que sa fièvre 
a eu la même durée que celle de l'animal (trois jours). 

Inoculation négative du sang du suje{ À à une souris par voie péritonéale. 

30 Sujet B (virus filtré dans les veines). — Suivi pendant seize jours, il n’a 
présenté aucun symptôme. : 

Dans cette expérience, l'imperméabilité aux bactéries de la bougie filtrante 
a été contrôlée par les résultats négatifs des cultures du filtrat. 


EXPÉRIENCE Il. — Le 3 septembre, le nommé L. M..., vingt-six ans, est atteint 
depuis la veille de grippe caractéristique : céphalalgie, catarrhe oculo-nasal, 
bronchite, symptômes généraux, température matinale 39. 

On prélève le sang de ce malade par ponction veineuse; on le défibrine 
aussitôt et l'on inocule sans retard dans les veines le sujet D, âgé de qua- 
rante-six ans, avec 3 cent. cubes de ce sang défibriné. Cette personne, dont 
il convient de noter l'âge, plus élevé que celui des sujets des expériences Î 
et III, observée pendant quinze jours, n’a présenté aucun symptôme, sauf un. 
peu de diarrhée et une température de 3105 le 12e jour de l'inoculation. 

Deux souris, ayant reçu le même jour que ce sujet D et dans la cavité 
péritonéale 1/2 cent. cube du mème produit, n'ont présenté ni élévation ther- 
mique ni autre symptôme. 


EXPÉRIENCE III. — Le virus a été fourni, comme dans l'expérience I, par un 
malade d’une épidémie familiale, atteint après son père el deux frères. 

Le début chez ce sujet, àgé de quinze ans, à été d'une brusquerie fou- 
droyante ; la température, prise quelques heures plus tard, est de 3902 el les 
symptômes classiques de la grippe se dessinent avec une grande rapidité. 
Au 2° jour, on note 3805 le matin, 3903 le soir; dès le matin du 3° la fièvre 
diminue (3702), pour tomber le soir au-dessous de la normale (3697). 

Le produit utilisé a été l’expectoration abondante et claire, recueillie pen- 
dant la nuit du 2° au 3e jour. ’ 

Nous répétons avec ce virus l'expérience I : inoculation du virus entier 
sous les conjonctives des paupières inférieures et par instillation nasale à 
un singe (Macacus cynomolgus), inoculation du filtral sous la peau du sujet E. 
àägé de vingt et un ans. La fillration a demandé un peu plus de temps (trois 
quarts d'heure au lieu de vingt minutes). 

D'autre part, deux cobayes et un jeune chat recoivent, de même que le 
singe, le virns entier par inoculation sous-conjonctivale et instillation intra- 
nasale. Chez ces trois animaux, l'expérience n’a été suivie d'aucun effet. 

19 Singe (Macacus cynomolqus) (virus entier). — Il s’agit d’un animal très 
jeune. Le 5° jour de l'inoculation au soir, sa température, qui oscillait nor- 
malement entre 38° et 3805, monte à 3905; elle baisse le lendemain matin, 
pour remonter dans la soirée au mème degré que la veille et s'élever davan- 
tage le 3e jour; on n'a noté chez lui, de même que chez le singe de l’expé- 
rience I, aucun catarrhe oculo-nasal ou bronchique net (courbe 2). 

20 Sujel E (virus filtré sous-cutané). — La dose inotulée a été de 10 cent. 
cubes. Cette personne tombe malade le 6e jour, en même temps (à une demi- 
journée près) que le singe. Nous ne la revoyons que le 3e jour de sa maladie; 
les symptômes sont ceux d’une grippe légère, céphalée, courbature, très 
léger catarrhe ; la température matinale, prise ce jour même, est de 3705; le 
lendemain, à la même heure, de 313. Le malade, qui est un indigène, s’est 
fait poser des ventouses scarifiées derrière la nuque dès l'apparition des 
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symplômes. Malgré la bénignité du cas, la convalescence a demandé huil 
jours. 

Le sujet E habitait une chambre, qui lui était commune avec trois autres 
personnes. Aucune de celles-ci n'avait été atteinte antérieurement de grippe 
et aucune non plus ne l'a été pendant la durée de l'expérience. 

Nous insistons, à propos de l'observation de cette personne, sur le fait 
que le début a été presque exactement contemporain chez lui et chez le singe 
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inoculé du virus entier et que le délai de cinq jours d'incubation s’est 
montré, cette fois aussi, le même que chez lFhomme et le singe de l'expé- 
rience E. 

L'imperméabilité aux bactéries de la bougie filtrante a été contrôlée dans 
celte expérience, comme dans la précédente, par les résultats négatifs des 
cultures du filtrat. 


Expériexce IV. — Mne FR... fournit le 16 septembre, au 2° jour de sa grippe, 
des crachats sensiblement semblables à ceux des expériences I et IT. 
On répète avec eux, en suivant la même technique, la filtration puis 
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10 cent cubes au filtrat sont inoculés dans les veines du sujet F, âgé de 
quarante-huit ans. Cetle personne n'a présenté ultérieurement aucun 
symptôme. 

Contrôle de la bougie par cultures négatives du filtrat. 


EXPÉRIENCE V. —- Mile R.., vingt ans, fournit le 28 septembre, au 3° jour de 
sa grippe, une expectoration abondante et claire, qui est inoculée sans 
filtration sous les quatre conjonctives et instillée dans la cavité nasale de 
quatre cobayes. F 

Ceux-ci, suivis pendant trente jours, n'ont présenté ni symptôme, ni éléva- 
lion thermique. 


EXxPÉRIENCE VI. — L'expectoration bronchique, muqueuse et claire, de 
Mme L.., atteinte de grippe aiguë dans un foyer épidémique, est émul- 
sionnée, centrifugée et filtrée dans les conditions de l'expérience I. Le 
filtrat, conservé un jour à la glacière, est inoculé ensuite à la dose de 5 cent. 
cubes dans les veines du sujel G, âgé de cinquante-six ans; résultat négatif. 


ExPÉRIENCE VII. — M. C... est atteint de grippe après ses enfants; il fournit 
des crachats Leintés de sang, présentant, entre autres formes bacillaires, un 
microbe ayant tous les caractères du bacille de Pfeiffer. 

Cette expectoration est soumise à la dessiccation dans le vide sulfurique 
et réduite en poudre. Quarante-huit heures plus tard, cette poudre, redis- 
soute dans l’eau physiologique, est instillée au moyen d'un tube à vaccin et 
à la dose de VIII à X gouttes dans la cavité nasale (narine gauche) des deux 
sujets H et I, âgés de vingt-deux et vingt-neuf ans. 

Aucune de ces deux personnes n’a contracté la grippe. 

A noter que cette émulsion de poudre de crachats n’a pas permis non 
plus la culture du bacille de Pfeiffer sur agar au sang de pigeon. 


ROLE DES BACTÉRIES ASSOCIÉES 


Nous nous sommes peu préoccupés au cours de ces recher- 
ches de déterminer la nature, la fréquence ou l'abondance des 
formes bactériennes rencontrées dans les expectorations grip- 
pales utilisées par nous. Notre première expérience avait suffi, 
en effet, à nous convaincre de la nature filtrante du virus. 

Sans pouvoir apporler de chiffres, nous avons noté cepen- 
dant dans ces expectorations et dans d’autres plus nombreuses 
de même origine, que nous n'avons pas utilisées, la présence 
constante de formes bactériennes abondantes et variées : pneu- 
mocoques, streptocoques, cocei divers, bacilles de Pfeiffer et 
spirochètes. Ces microbes élaient plus nombreux dans les 
crachats provenant de malades atteints de grippe compliquée 
et que nous avons volontairement écartés. De ces crachats, les 
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uns présentaient plus ou moins manifestement du sang, les 
autres étaient opaques et purulents. Nous n'avons expéri- 
menté que sur des expectorations albumineuses et claires. 

Parmi les formes bactériennes rencontrées, nous ne nous 
arrèterons que sur deux, et seulement un instant: les sperochètes 
ont été très abondants, au point de passer en fréquence les 
autres espèces, dans des crachats provenant d'un foyer épidé- 
mique, où les complications pulmonaires ont sévi avec une 
sravité toute spéciale. Le bacille de Pfeiffer n'a été rencontré 
que rarement. Nous l'avons cependant isolé sur agar au sang 
de pigeon, et ses cultures nous ont servi à réaliser une expé- 
rience que nous Jugions indispensable à nos conclusions. 

Le bacille de Pfeiffer présente des dimensions très minimes: 
on pouvait objecter que les bougies Chamberland utilisées par 
nous se laissaient traverser au moins parfois par lui, et que 
c'était ce microbe, passé dans le filtrat, et non un agent invi- 
sible, qui avait déterminé l'infection de nos sujets d'expérience. 

Nous avons tenu à répondre à l'objection et cherché si nos 
bougies pouvaient laisser passer le bacille de Pfeiffer, même 
en cultures. Le résultat a été négatif dans les deux essais que 
nous avons réalisés; malgré l'abondance des cultures, les 
milieux ensemencés, en particulier le milieu électif au sang de 
pigeon, n'ont pas donné de colonies pfeifferiennes. 


CONCLUSIONS 


Ce seront sensiblement celles de notre note préliminaire : 

1° L'expectoration bronchique des grippés, recueillie dans la 
période aiguë, est virulente. 

2° Le singe (Macacus sinicus et cynomolqus) est sensible à 
l'inoculation de ce virus par voie sous-conjonctivale et nasale. 
Par contre, le cobaye, Le chat s'y sont montrés réfractaires. 

3° L'agent de la grippe est un organisme filtrant. L'inocula- 
tion des expectorations filtrées a, en effet, reproduit la maladie 
chez les deux personnes, que nous avons inoculées par voie 
sous-cutanée. 

Nous n'avons obtenu au contraire que des échecs (3 cas sur 3) 
par la voie intraveineuse. 
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1° Il est possible que le virus de la grippe ne se rencontre 
pas dans le sang. Celui de notre premier singe, inoculé par 
voie sous-cutanée, n'a pas infecté le sujet soumis à cette expé- 
rience. Le résultat négatif de l'inoculation du sang d'un grippé 
en pleine infection au sujet D est moins probant, l'inoculation 
ayant été pratiquée par la voie veineuse, qui ne nous à donné, 
comme nous venons de le répéter, que des échecs avec l’expec- 
toration filtrée. 

Notons accessoirement ici le résultat négatif de l’inoculation 
du sang des malades ou singes infectés au cobaye par voie péri- 
tonéale ou intracérébrale et à la souris par voie péritonéale. 

5° Le virus grippal semble ne pas garder longtemps sa viru- 
lence en dehors de l'organisme des gens atteints. La dessiccation 
l'a fait disparaître en quarante-huit heures dans nos expé- 
riences. 

6° Il parait logique, d’après ces données, de se représenter la 
grippe comme une maladie à microbe spécifique invisible, émi- 
nemment contagieux et actif, désorganisant rapidement par ses 
poisons la défense de l'organisme, en disparaissant vite, peut- 
être même sans envahir le sang, et laissant le malade dans un 
état de si faible résistance vis-à-vis des microbes d'infection 
secondaire, que ceux-ci prennent souvent et aussitôt le premier 
pas, et que leurs effets dominent el altèrent dans les formes 
graves le tableau clinique. 

La fragilité du virus spécifique fait ressortir le rôle capital, 
sans doute exclusif, que joue le malade dans la propagation des 
épidémies. 

C'est donc vis-à-vis de celui-ci et par des mesures rigou- 
reuses d'isolement que doit être dirigée la prophylaxie. On 
y joindra les précautions utiles à la protection du personnel 
sanitaire. 


CONTRIBUTION A L'ÉTUDE 
DES PARASITES MICROBIENS DES INSECTES 
ÉTUDE DE BAC/LLUS HOPLOSTERNUS (Pailot) 


par A. PAILLOT 


{Travail de la Station entomologique du Sud-Est, à Saint-Genis-Laval (Rhône). 


Les Coccobacilles ne constituent pas le seul groupe impor- 
tant de parasites microbiens entomophytes ; beaucoup d’autres 
microbes, appartenant aux groupes les plus divers, sont suscep- 
tibles de provoquer des septicémies mortelles; on les rencontre 
généralement en association avec les Coccobacilles. L'un des 
plus imtéressants, tant par sa morphologie et sa biologie que 
par son action sur les Insectes, est celui que J'ai décrit en 
1916 (4) sous le nom de Bacillus hoplosternus. J'ai fait l'étude 
aussi complète que possible de cette intéressante espèce; les 
résultats de mes recherches feront l’objet du présent mémoire. 

Bacillus hoplosternus a été rencontré une fois seulement 
en 1916, près de Lyon, dans le sang d’un Hanneton malade, 
en association avec PB. melolonthæ non ligquefaciens 8. C'est 
pourtant une espèce très pathogène pour le Hanneton : en effet, 
si l’on inocule sous la peau de cet insecte une émulsion de 
Bacilles, la mort survient toujours en moins de vingt-quatre 
heures. Per os, l'infection est, par contre, impossible à réaliser. 


I. — MORPHOLOGIE DU BACILLE 


La forme du Bacille rappelle celle de B. anthracis ou mieux 
celle de B. subthilis. La longueur des éléments mesure # à 6 &, la 
largeur, environ 1 y. Dans certaines conditions de milieu, 


(1) C. R. Acad. des Sciences, t. CLXITI, p. 172, séance du 11 décembre 1916. 
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comme dans le sang de certains Insectes, la longueur des élé- 
ments peut être beaucoup plus grande : ceux-ci prennent alors 
l'aspect filamenteux. Dans le sang des Insectes, comme dans les 
milieux de culture artificiels, les éléments provenant de la 
multiplication des Bacilles restent unis plus ou moins long- 
temps les uns aux autres et forment des chainettes à deux, trois 
ou quatre articles. Un espace clair non colorable sépare les 
arlicles successifs. Les éléments bacillaires ne sont pas coupés 
carrément aux extrémités comme ceux de B. anthracis, mais 
légèrement arrondis. Ils sont mobiles et se déplacent assez 
lentement en oscillant légèrement autour de l’axe transversal ; 
les chaînettes se déplacent de même en serpentant. Par la 
méthode de coloration de van Ermengen, on met en évidence, 
sur toute la périphérie, de longs flagella. 
Colorés par la méthode de Gram, les Bacilles gardent géné- 
ralement le violet de gentiane, quelques-uns cependant se déco- 
lorent sous l’action de l'alcool, surtout de l’alcool-acétone : 
quelquefois même la décoloration est incomplète et les bacilles 
ont une fausse apparence de bacilles granuleux. Ils retiennent 
très énergiquement le bleu de méthylène surtout lorsque ce 
colorant agit sur les microbes vivants. L'action du Giemsa est 
intéressante à éludier : sur un frottis de culture sur gélose de 
sept heures, coloré une demi-heure avec une vieille solution 
de Giemsa dilué, j'aiobtenu d'emblée, une fois, une remarquable 
différenciation dont la figure 1 donne une idée imparfaite. 
On remarque d'abord des éléments allongés, tels que 4, dans 
lesquels apparaît un véritable noyau plus ou moins allongé 
dans le sens de la longueur; il est coloré en violet pourpre 
comme le noyau des cellules ordinaires et se détache nette- 
ment sur le fond bleu pâle du bacille. D’autres éléments, beau- 
coup plus nombreux, se présentent sous un aspect et avec des 
caractères tout différents : ainsi, dans les éléments b, les noyaux 
paraissent en voie de division très active; ils donnent une 
série de noyaux secondaires qui constitueront les noyaux des 
articles de nouvelle formation. Le mécanisme ordinaire de cette 
division est représenté dans les articles de droite de l'élément 4 
(allongement en haltères et séparation des deux masses). 
Avant que les articles aient atteint toute leur longueur, de 
minces cloisons apparaissent dans l'épaisseur du bacille ; on les 
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distingue neltement après coloration au Giemsa, ou coloration 
vitale au bleu de {méthylène. Les cloisons de séparation des 
articles semblent avoir pour origine deux points chromatiques, 
placés en face l’un de l’autre (fig. 1, e) sur les parois latérales 
du bacille. On trouve quelquefois, mais rarement, des éléments 
tels que d où la matière chromatique apparaît plus ou moins 
filamenteuse et dont les futurs articles sont bien marqués. 

Il doit exister d’étroits rapports entre les éléments « et les 
éléments 4 et c; il ne serait pas impossible que les premiers 
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(o) 6 19 To 50 
F16. 1. — Bacilles provenant d'une culture de sept heures sur gélose. 


Coloration : Giemsa dilué. 


représentassent des stades de développement des derniers, que, 

par exemple, les éléments & fussent des articles d'éléments 4 
ou € en état de repos; la condensation de la chromatine est un 
argument en faveur de cette hypothèse; un autre argument est 
tiré du fait de l'absence de formes & dans les Me très 
Jeunes (premiers bacilles issus des spores). L'état de repos des 
éléments a n'est pas aussi absolu qu’on pourrait le croire : on 
observe, en effet, que certains de ces éléments peuvent se 
diviser par cloisonnement médian, au sein de la masse nueléée. 
Il se forme ainsi deux cellules bactériennes filles dont les noyaux 
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occupent les deux extrémités qui se font face (voir fig. 1, g). On 
peut remarquer que le bacille est amincei légèrement du côté 
du noyau. 

Il est difficile d'obtenir d'emblée des préparations aussi diffé- 
renciées que celle qui a fait l’objet des remarques précédentes: 
d'ordinaire, en colorant avec la solution de Giemsa diluée, 
après fixation à l'alcool méthylique, les microbes restent forte- 
ment surcolorés, mais par décoloration progressive à l'alcool, on 
met assez facilement en évidence les noyaux en repos ou en état 
de division active, dans les bacilles teintés en bleu pâle (voir 
fig. 3). 

Avec l'hématoxyline au fer, après fixation par le Bouin, on 
n'obtient pas de préparations aussi différenciées qu'avec le 
Giemsa; il semblerait donc que la chromatine des cellules bac- 
tériennes soit de nature très spéciale, qu'elle se différencie 
moins du protoplasme que celle des cellules ordinaires. De 
toutes facons, la tension superficielle de cette substance 
nucléaire doit être très voisine de celle du protoplasme envi- 
ronnant et son affinité pour les colorants basiques peu diffé- 
rente de celle du protoplasme. 


Bacillus hoplosternus, forme des spores médianes (1 par élé- 
ment) dans les mêmes conditions que B. anthracis. À 37°, sur 
gélose ordinaire, la sporulation commence au bout de dix-huit 
à vingt heures; à la température ordinaire (16°-18°), elle est très 
retardée et ne commence guère que le troisième ou quatrième 
jour. Avant la sporulation, on peut observer à l’état frais, dans 
le bacille, une ou plusieurs masses fortement réfringentes qu'on 
pourrail prendre, à première vue, pour des noyaux, mais qui 
ne se colorent pas par les méthodes ordinaires; dans les frottis 
colorés, ces masses sont représentées par des taches incolores. 
La spore se forme par agrégation des granules réfringentes ; sa 
forme est ovale; ses dimensions, variables : en moyenne, 
4, 5 à 2 x sur 1 y. Elle ne se colore pas par les colorants ordi- 
naires: par la méthode de la double coloration (action du Ziehl à 
chaud, décoloration par l'alcool nitrique, coloration du fond par 
le bleu de méthylène) on obtient de belles préparations (fig. 2). 

Lorsque la spore est müre, qu’elle apparaît brillante à l’état 
frais, elle ne sort pas du bacille qui l’a formée, par gélification 
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de la membrane: en effet, celle-ci reste toujours plus ou moins 
visible même dans les très vieilles cultures, c’est ainsi que, 
dans une de ces cultures sur gélose datant du 13 juin 1916, on 
peut observer les traces de la membrane bacillaire autour de 
chaque spore; cette membrane apparaît particulièrement bien 
quand on examine les spores à l’état frais et en employant un 
éclairage approprié. 

La spore conserve très longtemps son pouvoir germinatif: 
ainsi la culture du 13 juin 1916, conservée sans aucune pré- 
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Fic. 2. — Bacilles sporulés et spores isolées. Double coloration : 
Ziehl à chaud et bleu de méthylène,. 


caution Jusqu'en avril 1918, est restée parfaitement vivante (1. 
Ensemencées sur gélose, Le 15 avril à 9 heures, les spores se 
gonflaient déjà légèrement dans la première demi-heure et la 
paroi devenait perméable aux colorants: une heure après 
l'ensemencement, beaucoup de spores s'étaient déjà sensible- 
ment allongées, sans atteindre cependant les extrémités des 
bacilles qui les avaient engendrées; deux heures après, quelques 


l) En mai 1919 les spores de cette même culture possèdent toujours le 
mème pouvoir germinatif. 
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spores les affleuraient; enfin, au bout de trois heures, on pou- 
vait observer’le premier cloisonnement des jeunes bacilles. 
Quatre heures après l’ensemencement, on trouvait des chai- 
nettes à trois articles, déjà séparés les uns des autres par le 
pelit espace clair noté plus haut; mais on trouvait aussi des 
spores à peine germées et d’autres, non développées. En colo- 
rant au Giemsa, puis décolorant progressivement par l'alcool 
absolu, un frottis de culture de trois ou quatre heures, on met, 
en évidence, dans les spores en voie de germination, un noyau 
central; les divisions successives s’observent nettement dans 
les éléments plus allongés. La figure 3 représente les diffé- 
rents stades de développement d'une culture après un séjour 
de quatre heures à l’étuve à 37°. 

D'après ce qui. vient d'être dit, on voit que la germination 
de la spore n'est pas autre chose qu'un réveil de la faculté 
d’assimilation du microbe. La spore étant placée sur un nou- 
veau milieu nutritif et dans une atmosphère d'humidité, la paroi 
devient semi-perméable et les échanges osmotiques se font à 
nouveau. L'accroissement se fait suivant le grand axe dans les 
deux directions opposées; ce mode de germination est tout 
différent de celui décrit à propos de B. subtihis; il se rapproche 
beaucoup, par contre, du mode de germination des spores de 
B. anthracis. 

On a décrit, pour cette dernière espèce, une race asporogène 
qu’on peut assez facilement obtenir, soit en maintenant le 
bacille à l’étuve à 4295, soit en le cultivant en bouillon de veau 
peplonisé, additionné d'acide phénique (procédé de Roux) ou de 
bichromate de potasse (procédé de Chamberland et Roux) 
Pasteur avait déjà remarqué que le bacille du charbon pouvait 
perdre la faculté de sporuler lorsqu'il restait longlemps en 
culture sur gélaline. J'ai constaté, pour B. hoplosternus, des 
faits analogues : ainsi les bacilles obtenus en 1918 avec les 
ppores de la culture sur gélose du 13 juin 1916 ne sporulent 
sas; ils prennent mème des formes assez curieuses : si on les 
celore à l’état vivant avec une goutte d'une solution aqueuse de 
bleu de méthylène, on oblient les formes représentées dans la 
figure 4 : on distingue, dans la partie médiane des éléments, 
des espèces de noyaux fortement colorés en bleu qui ne sont 
pas comparables aux granules réfringents dont il a été question 


BACILLUS HOPLOSTERNUS (PAILLOT) 409 


plus haut (ces granules ne sont pas colorables par le bleu de 
méthylène); ils rappellent, par contre, beaucoup, ceux obtenus 
dans les jeunes bacilles après coloration au Giemsa; ils sont 
souvent par deux dans les articles. On peut remarquer aussi 
les deux points latéraux opposés, fortement colorables, qui 
paraissent être le premier indice du cloisonnement du bacille. 
Les éléments asporogènes sont presque toujours plus gros et 
plus trapus que les bacilles normaux; quelques-uns ont une 
forme en massue (fig. 4, a). 

En ensemençant des spores provenant de cultures moins 
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Figure 3. Figure 4. 
F16. 3. — Spores en voie de germination. Culture de quatre heures sur 


gélose à 31°. Coloration : Giemsa dilué. 
F16. 4. — Bacille asporogène. Formes involutives. Coloration vitale au bleu 
de méthylène. 


vieilles que celle dont il vient d’être question, on obtient à la 
fois des formes sporogènes et des formes asporogènes : je pos- 
sède ainsi une culture de repiquage où une petite partie seule- 
ment des bacilles forme des spores, alors que la grande majorité 
donne les formes involutives décrites plus haut. 

Les bacilles asporogènes ont une vilalité beaucoup moins 
grande que les spores : ils sont beaucoup plus lents à former 
des colonies sur milieux neufs : ce n’est que le quatrième ou 
le cinquième jour que la culture commence d'être visible, même 
si on la maintient à la température de 37°, très favorable au 
développement du microbe. De même, si on les inocule à des 
chenilles sensibles à l’action du bacille normal, l'infection est 
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longue à se produire. Les jeunes éléments ne paraissent pas se 
multiplier aussi activement que ceux provenant de spores en 
pleine vitalité. En somme, les bacilles asporogènes semblent 
bien constituer une race spéciale, caractérisée, avant tout, par 
un véritable état de misère physiologique. 


IL — CARACTÈRES DES CULTURES 


En bouillon ordinaire, la culture est abondante et rapide: dès 
la septième heure, à 37°, on observe un léger trouble; il ne 
donne pas de voile, ce qui le différencie de P. subhilis. Dès le 
troisième jour, on observe un léger dépôt, mais le milieu ne 
s'éclaireit pas, mème après plusieurs semaines. 

Sur gélose ordinaire, B. hoplosternus pousse très rapidement 
et très abondamment; en partant de spores jeunes, ensemen- 
cées en stries, on peut observer de petites traînées blanchätres 
dès la sixième heure à 37°. Les colonies obtenues par isolement 
sur plaque sont larges, très étalées, à bords plus ou moins 
sinueux, à surface un peu chagrinée et quelquefois plissée. Cet 
aspect se présente particulièrement lorsqu'on ensemence le 
Bacille sur gélose T. Les colonies sont d'apparence plutôt riche 
et se détachent facilement de la surface de la gélose. Lors- 
qu'elles sont riches en spores, elles sont de couleur blan- 
châtre; dans le cas contraire elles ont un aspect plus terne. 

B. hoplosternus ne donne pas de gaz en gélose au rouge 
neutre, mais fail virer au canari, à partir du quatrième jour, la 
couche superficielle du culot; le virage ne s'étend pas au delà 
de la moitié supérieure. | 

La gélatine est liquéfiée lentement; à la surface, on observe, 
au bout de quelques jours, une couche blanche, épaisse et 
membraneuse, mais assez fragile pourtant. 

Le Bacille ne peptonise pas le sérum de cheval coagulé, il 
forme à la surface une couche assez épaisse, un peu plissée el 
d'apparence sèche. 

Le /ait est coagulé en deux à trois jours; la caséine est en 
partie digérée et le milieu prend une teinte jaunâtre qui brunit 
peu à peu. 

Sur pomme de terre, le Bacille pousse abondamment et forme 
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à la surface une couche crémeuse épaisse, d’abord blanchâtre, 
puis bientôt gris brun plus ou moins foncé. 

L'action sur les sucres n’est pas assez marquée ni assez cons- 
tante pour faire l’objet d'une mention spéciale: d’ailleurs le 
Bacille se développe assez mal dans les milieux peptonés; 
sucrés sur Drygalsky, le développement est à peu près nul. 


III. — ACTION PATHOGÈNE DE BACILLUS HOPLOSTERNUS 
SUR QUELQUES INSECTES COMMUNS 


Mes expériences ont porté sur chenilles de ZLymantria dispar, 
Vanessa urticæ, Euproctis chrysorrhea, Malacosoma neustria, 
Chelonia caja et sur Hanneton commun et Rhyzotroqus sols- 
ficialis (hannelon de la Saint-Jean). | 


LymanrriA pispPar. — Les chenilles inoculées avec une émul- 
sion de bacilles de culture réagissent très différemment : les cas 
d'’immunité naturelle sont même assez fréquents. Aussi l'étude 
des rapports entre Insecte et parasite microbien est-elle parti- 
culièrement instructive dans le cas de L. dispar. J'ai com- 
mencé cette étude en 1916; en 1917 les expériences ont été 
reprises sur une plus grande échelle ; les résultats obtenus per- 
mettent de se faire une idée assez exacte du mécanisme de 
l’immunité chez les chenilles de L. dispar. 

Malgré des passages répétés, la virulence du Bacille n’aug- 
mente pas sensiblement : dans chaque série de chenilles ino- 
culées, un certain nombre se montrent toujours réfractaires à 
l'infection. Entre ces chenilles et celles qui sont sensibles à l'in- 
fection, il doit exister de profondes différences; or c’est princi- 
palement dans le sang que se multiplient les microbes ou 
qu'ils végètent et disparaissent; l'étude du sang apparaît donc 
comme essentielle dans la recherche du mécanisme de l'im- 
munité. 

L'étude cytologique du sang normal a été faite d'après la 
méthode employée pour le sang de l’homme (1) : les frottis 


(1) Depuis cette étude sommaire, j'ai commencé un travail beaucoup plus 
complet sur la cytologie du sang des Insectes, des chenilles en particulier; 
ce travail fera l’objet d’une prochaine publication. 
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séchés rapidement et fixés cinq minutes à l'alcool méthylique 
sont colorés trois quarts d’heure au Giemsa dilué (1 goutte par 
centimètre cube d’eau distillée). Les éléments apparaissent 
ainsi très nettement différenciés; ils présentent une assez 
srande variété de formes; la figure 5 représente les principaux 
types observés. 


Type a. — Eléments à gros jnoyau et mince couche protoplasmique res- 
semblant aux lymphocytes du sang de l’homme. Souvent, la membrane 
nucléaire semble se confondre avec celle de la cellule. On peut distinguer, 
suivant la grosseur, trois types secondaires; mais entre ces trois types, on 
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F16. 5. — Eléments du sang de chenilles de Lymantria dispar. 
Coloration : Giemsa dilué. 


trouve des intermédiaires : a, jusqu'à 5u de diamètre; a,, 1 à 8u de dia- 
mètre ; &, 104 et plus de diamètre. 

Type b. — Noyau relativement petit; couche protoplasmique plus ou moins 
épaisse mais peu dense et vacuolaire, colorable en bleu pâle par le Giemsa. 
Quelquefois, les éléments se présentent sans contour net et le protoplasme, 
à 'peine visible, semble diffuser dans le milieu. Dans le sang de certaines 
chenilles on les rencontre en assez grande abondance, ils semblent jouer 
un rôle assez important dans le mécanisme de l'immunité. On peut observer 
des éléments b à noyau (fig. 5). 

Type ce. — Grands éléments de 12 à 15u de diamètre à protoplasme dense 
et fortement colorable, peu ou pas vacuolaire, à contours nets et réguliers. 

Type d. — Grands éléments à petit noyau formé de gros grains de chro- 
maline relativement peu nombreux. Epaisse couche protoplasmique à struc- 
‘ure granuleuse, pas de vacuoles; nulle trace de structure alvéolaire. C , 
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éléments ne constituent qu'uné faible proportion des éléments du sang; ils 
peuvent même ne pas entrer dans la constitution du sang de certaines 
chenilles : ce sont les OEnocytes. 


La composition cytologique du sang varie avec chaque che- 
nille examinée; existe-t-il un rapport entre cette composition 
et la marche de l'infection? Voici le résultat de l'analyse du 
sang de quelques chenilles inoculées avec une émulsion de 
bacilles de culture. 


Ï. — Inoculation le 11 juin à 20 heures; examen du sang le 12 à 8 heures. 
Eléments a, 3 p. 100; — a, 8 p. 100; — b, 45 p. 100; — c, 44 p. 100; — d, 0. 

Assez nombreux bacilles libres: peu dans l'intérieur des cellules. Chenille 
encore vivante. 

IT. — Inoculation le 28 juin à 8 heures; examen du sang le même jour à 
19 heures. 

Eléments a, 8 p. 100; — a,;, 6 p. 100; — b, 65 p. 100; — e, 15,5 p. 100; — 
d, 1,5 p. 100. 

Beaucoup d'éléments à apparaissent sous la forme décrite plus haut, c'est- 
à-dire avec protoplasme diffusant dans le milieu. Très rares bacilles libres 
ou en voie de phagocytose; le sang de cette chenille constitue très certaine- 
ment un mauvais milieu de culture pour le bacille. } 

III. — Inoculation le 27 juin à 19 heures, examen du sang le 28 à 14 heures. 

Eléments a, 3 p. 100; — b, 64 p. 100; — c, 22 p. 100; — d, 11 p. 100. 

Bacilles libres assez nombreux, peu dans l’intérieur des cellules. Eléments 
b à contours nets. 

IV. — Inoculation le 27 juin à 19 heures, examen du sang le 28 à 14 heures. 

Eléments a, 11 p. 100; — a,, 9 p. 100; — a, 8 p. 100; — b, 51 p. 100; — 
C, 13 p. 100; — d, 1 p. 100. 

Eléments 6, en général, à contours nets, quelques-uns, sans protoplasme 
visible. Assez nombreux bacilles libres, peu dans l'intérieur des cellules. 

V. — Inoculation le 27 juin à 19 heures, examen le 29 à 9 heures. 

Eléments a, moins de 1 p. 100; — b, 70 p. 100; — c, 28 p. 100; — d, 2 p. 100. 

Eléments b, le plus souvent sans contours nets, protoplasma à peine 
coloré. Très peu de bacilles libres, quelques-uns phagocytés. 

VI. — Inoculation le 28 juin à 9 heures, examen le 29 à 19 heures. 

Eléments a,, 2 p. 100; — b, 68 p. 100; — c, 30 p.100; — d, 0. 

Eléments b à bords irréguliers en général; quelques-uns avec protoplasme 
plus ou moins diffus. Très peu de bacilles libres ou phagocytés. 


En comparant les différents résultats obtenus pour chacune 
des chenilles examinées, on voit que le pourcentage relatif des 
principaux types d'éléments varie dans d'assez grandes propor- 
tions : pour a, de 1 p. 100 à 17 p. 100; pour a,, de moins de 
{ p. 100 à 9 p. 100 ; pour a,, de moins de 1 p. 100 à 8 p. 100; 
pour à, de 45 p.100 à 70 p. 100; pour c, de 13 p. 100 à 44 p. 100; 
pour d, de moins de 4 p. 100 à 41 p. 100. 
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La composition cytologique du sang ne donne pas d'indica- 
tion précise sur le résultat de l’inoculation; les éléments b, 
cependant, jouent un rôle important dans la marche de l’infec- 
tion. Eux seuls sont susceptibles d'englober les bacilles ino- 
culés; mais tous ne jouissent pas au même titre de cette pro- 
priété. Dans un certain nombre de cas, aucun des éléments 4 
ne renfermait de bacilles; dans d’autres, au contraire, il élait 
rare d'en trouver sans microbe à l’intérieur. Voici, par exemple, 
le résultat de l'analyse du sang de 6 chenilles 47 heures après 
l’inoculation d’une goutte de sang infecté (troisième passage). 

I. — Très rares bacilles libres, quelques-uns phagocytés. Environ 1/20 des 
cellules du sang (éléments » seulement) avec bacilles à l'intérieur: un élé- 
ment b avec 4 bacilles à l'intérieur. 

II. — Quelques bacilles libres; aucun dans l'intérieur des cellules. 

IT: — Très rares bacilles libres; présque tous les éléments b avec bacilles 
à l'intérieur; quelques-uns avec 8 ou 10 bacilles. Aucun bacille dans les 
autres éléments. Les éléments b les plus riches en bacilles sont ceux dont 
la tension superficielle du protoplasme est la plus faible, autrement dit. 
ceux dont le protoplasme a tendance à diffuser dans le milieu. 

IV. — Assez nombreux bacilles libres et phagocytés. Sang relativement 
pauvre en cellules. 

V. — Nombreux bacillés libres généralement filamenteux. Cellules & bour- 
rées de baciiles en voie de désagrégation. 

VI. — Peu de bacilles libres, environ 1/10 des cellules avec bacilles à 
l'intérieur. 


Dans les 6 chenilles expérimentées, le bacille inoculé avait 
la même origine, les différences constatées dans la marche de 
l'infection ne tiennent donc pas à la nature du microbe, mais 
exclusivement à la composition du sang. Remarquons, tout 
d’abord, comme il à été dit plus haut, que les éléments à ne 
sont pas tous capables d'attirer et d’englober les bacilles du 
sang. Ceux qui jouissent de cette propriété doivent sécréter 
une substance chimiotactique pouvant exsuder de la cellule et 
susceptible d'attirer les bacilles à la manière de certains acides, 
entre autres, l'acide malique (Expériences de Pfeiffer). 

Il n'y aurait là rien de comparable au processus inflamma- 
toire chez les Vertébrés. Dans toute inflammation, il existe, 
au point lésé, un véritable pôle d'attraction pour les leucocytes 
qui se déplacent par diapédèse à travers les tissus de l'orga- 
nisme. L'accumulation des leucocytes dans le voisinage de |: 
lésion et la phagocytose des éléments étrangers accidentellement 
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introduits dans l'organisme constituent l'un des principaux 
modes de défense contre la pénétration ou la multiplication de 
ces éléments. Cette théorie de l’immunité, qui accorde aux pha- 
gocytes le rôle principal, estcelle de Metchnikoff et de son école. 
D’autres théories ont été émises, qui attribuent ce rôle à des 
substances plus ou moins hypothétiques du sang : les anticorps. 
Parmi ces anticorps, qu’on n’a jamais pu isoler à l’élat pur, on 
peut citer les antitoxines, les bactériolysines, les aggluti- 
nines, les précipitines, les opsonines ou bactériotropines, les 
hémolysines, les cytolysines. Tous sont sensibles à l'action de 
la chaleur et paraissent agir à la manière des diastases. La 
plupart des auteurs acceptent une théorie intermédiaire entre 
celle de Metchnikoff, ou phagocytare, et la théorie humorale : 
ils admettent l'existence des anticorps, dont l’action est prédo- 
minante dans certains cas particuliers, mais reconnaissent aussi 
que les cellules sanguines jouent un rôle important, en détrui- 
sant les microbes affaiblis ou tués par les anticorps et en con- 
tribuant, dans une plus ou moins grande mesure, à l'élaboration 
de ces anticorps. | 

En ce qui concerne le cas qui nous occupe, il semble, à 
première vue, que la phagocytose seule puisse expliquer la 
réaction de défense des chenilles de Lymantria dispar contre les 
bacilles inoculés; mais alors, cette phagocytose devrait s'exer- 
cer à un égal degré dans toutes les chenilles inoculées, au 
moins lorsque les bacilles employés sont de même origine et 
de même virulence. On constate au contraire les plus grandes 
variations dans l'intensité de la réaction de défense de l’Insecte, 
et cependant, dans toutes les chenilles, la proportion des 
éléments ©, seuls doués du pouvoir d'attirer et absorber les 
microbes, est toujours relativement élevée. Autre chose que 
l'élément cellulaire visible intervient donc dans la phagocytose, 
et ce quelque chose ne peut être qu’une substance excrétée par 
la cellule, et susceptible de créer autour de la cellule une zone 
d'attraction pour les bacilles introduits dans le sang. 

Nous avons vu que tous les éléments 4 d'une même chenille 
ne sont pas doués au même degré du pouvoir d'attirer et 
d'englober les microbes, et que ceux dont le protoplasme est 
plus ou moins diffus, dont les contours sont très irréguliers ou 
invisibles, sont généralement les plusriches en Bacilles. Dans de 
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tels éléments, où la tension superficielle du protoplasme est 
faible, on comprend que les produits d’excrétion de la cellule 
passent plus facilement dans le milieu; en conséquence, plus 
le sang d’une chenille sera riche en éléments à en voie de 
désorganisation, mieux elle résistera à l'infection; les faits 
semblent bien confirmer jusqu'ici cette hypothèse. 

La désagrégation des microbes englobés dans le protoplasme 
de la cellule est assez rapide : deux jours après leur pénétration, 
la membrane d’enveloppe n'est déjà plus visible et le bacille 
apparaît seulement comme une traînée de granulations colo- 
rées, comme des grains de chromatine (fig. 6). Les cellules 
réagissent faiblement à l’action du microbe : on en trouve qui 
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Fi6. 6. — Eléments b de chenilles de Lymantria dispar avec bacilles 
à l’intérieur en voie de désorganisation. 


sont bourrées de bacilles et qui conservent à peu près cepen- 
dant leur apparence normale. 

Avant toute introduction de bacilles, le plasma sanguin 
peut renfermer des anticorps, qui s'opposent à la multiplica- 
tion des microbes. Leur présence expliquerait pourquoi, dans 
certains cas, on ne trouve dans le sang que très peu de Bacilles 
libres ou phagocytes et que, dans d’autres cas, ces derniers sont 
très nombreux. Il se peut que ces anticorps soient des produits 
d’excrétion des éléments à et alors ces éléments joueraient 
toujours.le principal rôle dans le mécanisme de l’immunité, 
mais rien ne prouve que les autres éléments du sang ou même 
certaines cellules de l'organisme ne participent pas à l’élabora- 
lion des anticorps. 

Les anticorps peuvent ne pas être préformés dans le sang, 
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mais apparaitre seulement à la suite de l'inoculation des 
bacilles; c’est ce qui semble résulter d’un fait d'expérience 
qui, malheureusement, n’a pu encore ètre reproduit. 


Trois chenilles adultes étaient inoculées le 10 juillet 1916 avec une émulsion 
de bacilles provenant d’une culture sur gélose du 3 juillet; vingtheures après 
l'inoculation, une chenille mourait avec sang riche en microbes; les deux 
autres ne paraissaient pas malades, mais dans le sang de l’une d’elles on 
trouvait quelques bacilles libres. À 10 heures, le 12 juillel, cette dernière 
chenille était toujours vivante mais paraissait malade : dans le sang, en effet, 


û É 40 3o Q 5 49 20 


F16. 7 et 8. — Bacilles normaux jeunes et formes d'involution observées 
dans le sang d’une chenille réfractaire. Même grossissement. 


les bacilles étaient beaucoup plus nombreux que la veille. Les jours suivants 
l'état de la chenille, au lieu de s’aggraver, semblait au contraire s'améliorer. 
Dans le sang examiné le 15 juillet, c'est-à-dire cinq jours après l'inoculation, 
le nombre des microbes était sensiblement le même que le 12, mais leur 
forme s'était assez remarquablement modifiée : ils étaient devenus plus 
petits que les bacilles normaux, mais aussi sensiblement plus épais; les 
figures 7 et 8 donnent d’ailleurs une idée assez exacte de l’altération de 
forme du bacille. 


On peut considérer celte forme anormale comme une véri- 
table forme d'involution : le microbe semble bien végéter dans 
un milieu qui ne lui est pas favorable, puisqu'on ne rencontre 
pas d'éléments en voie de division. Il faut alors admettre que, 
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dans le plasma sanguin, un anticorps s’est formé qui s'oppose 
au développement du Bacille. Ce cas d'immunité est tout 
différent de ceux étudiés plus haut : dans les frottis colorés, 
on trouve d'ailleurs très peu de bacilles phagocytés. 


Eurrocris cHRYSORRHEA. — Les chenilles d’E. chrysorrhea sont 
très sensibles à l’action de B. Aoplosternus. Quatre chenilles 
inoculées le 25 mai à 16 heures, avec une émulsion de spores de 
culture sur gélose du 5 octobre 1916, mouraient toutes Imfectées 
le lendemain avant midi. Les éléments du sang ne s'opposent 
pas à la multiplication du bacille, aussi n’observe-t-on jamais 
de cas d’immunité naturelle. Il existe pourtant des cellules tout 
à fait comparables aux éléments à des chenilles de L. dispar, 
mais elles n'ont pas le pouvoir d'attirer et d'absorber les 
bacilles. La multiplication des microbes, nullement entravée 
par la phagocytose ou l’action d’un anticorps, est très rapide : 
Dès la septième heure, au quatrième passage, les bacilles 
pullulent dans le sang et, moins de huit heures après l’inocula- 
tion, les chenilles meurent infectées. Ils n’est cependant pas 
possible d'infecter per os les chenilles saines. 


Vanessa urticæ. — Les chenilles de Vanesse sont, de même, 
très sensibles à l'action du bacille ; elles sont tuées en vingt à 
vingt-quatre heures au premier passage, en huit à neuf heures 
au septième et en six à sept heures à partir du dixième. À ce 
degré de virulence, le bacille est incapable de tuer per os les 
chenilles. Au moment de la mort, le sang est relativement 
pauvre en microbes (3 à 4 par champ microscopique); il sem- 
blerait que le bacille est surtout pathogène par une toxine qu'il 
sécréterait. Après la mort de l’insecte, il continue de se mulli- 
plier dans le sang et les tissus jusqu’à formation des spores. 


CHELoNIA casa. — La sensibilité vis-à-vis de B. hoplosternus 
est à peu près la même que dans Les deux espèces précédentes. 


MaLacosomA NEUSTRIA. — Les chenilles adultes (vulgairement 
surnommées livrées), inoculées avec une émulsion de bacilles 
de culture, sont toutes mortes infectées quinze à dix-huit 
heures après l'inoculation. Au bout de cinq heures, on trouve 
quelques rares bacilles libres dans le sang; après quatorze 
heures, ils pullulent, mais très peu cependant sont en voie 
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d'absorption par les éléments du sang. Dans cette espèce, comme 
dans les autres, il n'y a pas de réaction sensible à la multipli- 
cation du Bacille. 


Haxnerox commun Er HANNETON DE LA Saint-Jean (RuyzorroGus 
sozsricraLIs). — Ce sont les deux seuls représentants du groupe 
des Coléoptères avant fait l’objet d'expériences d'inoculation. 
Aucun d'eux ne réagit à l'introduction du bacille dans la 
cavité générale, et l’on n'observe pas que les éléments du sang 
attirent les microbes et les absorbent, ou qu'ils s'opposent à 
leur multiplication par production d'anticorps. Au premier 
passage, les Hannetons meurent vingt à vingt-quatre heures 
après l’inoculation ; il semblerait donc que le bacille se multi- 
plie moins activement que dans le corps des chenilles, mais il 
faut tenir compte du fait que la température moyenne, au 
moment des expériences sur le Hanneton, n’est pas très élevée. 


* 


DAT 


En résumé, de tous les Insectes expérimentés, seules les Che- 
nilles de Lymantria offrent quelque résistance à la multiplica- 
tion de Bacillus hoplosternus dans le sang. D'une facon 
cénérale, ces chenilles sont peu sensibles à l'inoculation des 
parasites microbiens entomophytes, les Coccobacilles exceptés; 
aussi trouve-t-on peu de chenilles parasitées dans la nature, 
surtout pendant la première période de l'invasion; vers la fin, 
parmi les retardataires affaiblies, les parasites microbiens sont 
moins rares, et les cas d’immunité moins fréquents. 


A PROPOS DE LA RECHERCHE DES LEUCOCYTES 


DANS LE LAIT 


par H. KUFFERATH 


Docteur en Sciences naturelles, Ingénieur agricole, 
Chef du Service de Bactériologie et de Microscopie au Laboratoire 
intercommunal de Bruxelles. 


Lorsqu'on veut s'assurer de la valeur hygiénique d’un laïi, 
il est de toute nécessité de savoir s’il est normal au point de 
vue leucocytaire et s’il ne renferme pas de germes pathogènes. 
Pour y arriver, il suffit simplement de centrifuger les laits à 
étudier. Par la centrifugation, le lait se sépare en trois por- 
tions : la couche butyreuse, le lait écrémé et le dépôt. Au point 
de vue de la salubrité publique, l'examen du dépôt donne de 
loin les renseignements les plus intéressants. L'analyse au 
Gerber donne d’une façon précise la richesse en graisse ; cette 
richesse est importante à connaître au point de vue nutritif, 
l'emploi des tubes à leucocytes ne permet pas de la déterminer 
même approximativement. On sait que l'on retrouve souvent, 
dans la couche butyreuse obtenue par centrifugation, divers 
microbes ; on a même proposé d’y rechercher le bacille tuber- 
culeux. Par sa nature, cette couche grasse offre certaines diffi- 
cultés pour les examens courants de préparations microsco- 
piques; il faut enlever par l’un ou l’autre procédé la graisse, 
cela complique les opérations, aussi ne pratiquons-nous ce 
genre de recherches microscopiques que très rarement. 

À l'exception des microbes retenus dans la couche butyreuse, 
on retrouve toute la population microbienne du lait dans le 
dépôt obtenu par centrifugation. — Les germes variés du lait 
s'y accumulent en même temps que les leucocytes et, dans les 
laits mal conservés, avec des dépôts de caséine. Dans les laits 
normaux frais, il se forme parfois un dépôt de phosphates. 
Enfin, on retrouve dans le culot des éléments étrangers au lait 
normal : du sang dans certains cas et, beaucoup plus fréquem- 
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ment, de la saleté provenant, soit d'une traite 
malpropre, soit de récipients mal entretenus et || 
mal nettoyés. L'addition de substances étran- || 
gères au lait (farine, empois d’amidon, carbo- 
nates) peut aussi donner lieu à un dépôt plus 
où moins abondant. Comme on le voit par ce 
court aperçu, on recueille de nombreux rensei- 
gnements par l'examen macroscopique du lait. 
Normalement tous les laits renferment des 
leucocytes, mais en petite quantité. 
D'après les nombreuses analyses faites avec 20cc 
les laits des vaches du « Département Laiteries » 
de la Coopérative d’Alimentation et de Secours 
de l’Agglomération Bruxelloise (C. N.), le lait | 
renferme normalement de 0,1 à 0,5 p. 1.000 | ISce 
de leucocytes. Le culot obtenu par centrifuga- [ 
tion a une teinte jaunâtre, parfois légèrement 
verdâtre. Lorsque l’on obtient une plus grande 
quantité de leucocytes, par exemple, plus de 10 ce 
L p.1.000 de dépôt, il y a lieu de faire l'examen 
microscopique du dépôt. Pour réaliser une 
préparation microscopique, on rejette la couche 
butyreuse et le lait écrémé, puis, avec une 
_pipette de verre étiré, on prélève le culot leu- 
cocytaire et on l’étend sur une lame de verre, 
en couche mince et bien égale. On fixe à la 
flamme, on colore au. bleu de méthylène, ou 
bien, si l’on veut rechercher le bacille tuber- 
culeux, on emploie un des procédés de double 
coloration usités (technique de la fuchsine 
phéniquée et coloration au bleu de méthylène, 
ou bien technique de Herman). La préparation 
colorée est examinée et l’on note les microbes in 
présents. [TT 
Normalement, le lait frais renferme très peu , 
de germes. Dans les cas de mammites, on voit Ë 
souvent grande abondance de microbes. Une 
pratique déjà longue nous a fait savoir que ce 
sont les Streptocoques qui sont les agents les plus générale- 
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ment répandus dans les mammites. Beaucoup moins fréquem- 
ment, on trouve des Staphylocoques, des bacilles variés ou des 
Diplocoques. Voilà ce que l’on peut rencontrer dans les laïts nor- 
maux, fraîchement récoltés. Les laits commerciaux présentent 
un aspect tout différent au point de vue de la population 
microbienne. On y trouve très généralement grande abondance 
de germes variés : Diplocoques lactiques, Coccus divers, 
Staphylocoques, Sarcines, des bacilles de toutes espèces, des 
levures, des filaments mycéliens de champignons. Distinguer 
les germes pathogènes et les saprophytes n'est pas toujours 
facile dans les dépôts des laits commerciaux. La forme micro- 
bienne ne donnant souvent pas de renseignements précis, ce 
genre d'examen doit être complété par l’inoculation du dépôt 
leucocytaire au cobaye, ce qui permettra d'isoler le germe 
ayant une action pathogène pour l'animal. Pour obtenir ces 
résultals, nous avons, dans le début de nos recherches, utilisé 
les tubes à leucocytes, connus sous le nom de Trommsdortff. 
Mais ces tubes présentent de nombreux défauts. Ceux qui nous 
avaient été fournis sont fragiles, se cassent facilement dans la 
partie effilée ; de plus ils sont chers et nécessitent l'emploi 
d'une centrifuge spéciale. L'installation est dispendieuse et, 
comme les centrifuges ne pouvaient contenir que quatre tubes 
à leucocytes à la fois, les opérations sont trop lentes; il faut en 
effet turbiner trois minutes au moins. Pour peu que l’on ait une 
centaine d'examens à faire, cela demande environ deux heures 
de travail continu. Enfin, autre inconvénient grave, la lumière 
de l’effilure où s'accumule le dépôt est très petite, on n'accède 
que difficilement au dépôt et il arrive souvent que la pipette de 
verre employée pour le récolter se casse dans l’effilure et rend 
toute recherche impossible. Le nettoyage est d’ailleurs difficile 
à cause de la petite lumière du tube. 

A ce modèle peu commode fourni par une maison alle- 
mande, nous en avons substitué un autre que nous avons 
réalisé en soudant un tube thermométrique à un tube en 
verre pouvant contenir 20 cent. cubes de lait au lieu de 10. La 
. quantité de lait centrifugé étant plus grande, le dépôt est plus 
abondant, facile à évaluer et à récolter. Nous donnons ci-contre 
le dessin grandeur naturelle de ces tubes nouveaux. 

La partie inférieure effilée est marquée de deux traits, corres- 
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pondant à 4 et 2 p. 4.000 de lait, soit 20 et 40 millim. cubes de 
volume pour 20 cent. cubes de lait. La partie large du tube est 
graduée pour 5,10 et 20 cent. cubes. Au-dessus du trait 
20 cent. cubes, le tube continue sur un espace de 6 à 7 centi- 
mètres. Grâce à ces dispositifs, on peut incliner fortement le 
tube, sans que le lait s’en écoule. C’est indispensable, si l'on 
veut faire de nombreuses analyses. Au.lieu d'employer une 
centrifuge spéciale, nous avons trouvé bien plus commode 
d'utiliser une centrifuge électrique Gerber de grand modèle 
pouvant recevoir seize tubes à la fois. De celte façon, il est très 
aisé de faire de nombreux examens de laits. Toute laiterie 
possédant un Gerber, il est par conséquent facile d'employer 
de tels tubes à leucocytes pour l'examen hygiénique des laits. 
La solidité des tubes est aussi bien plus grande que celle des 
tubes de Trommsdorff et leur nettoyage ne présente aucune 
difficulté, ce qui a son importance lorsqu'on fait un grand 
nombre d'essais journellement. Le Laboratoire Intercommunal 
de Bruxelles avait été chargé par le « Département Laiteries » 
de la Section de l'Agglomération Bruxelloise du Comité National 
de contrôler le lait de toutes les vaches laitières de cet 
organisme. Il y en avait environ 800. Le service de prélève- 
ment et de contrôle faisait à l'improviste, par mois, au moins 
deux examens pour chaque vache; dans les cas particuliers, 
les analyses furent plus fréquentes, notamment lorsque les 
Services vélérinaires ou le Service technique le demandèrent. 
Quand une vache présente un taux leucocytaire anormal 
supérieur à 4 p. 1.000 par exemple, on fait une préparation 
microscopique du dépôt; le résultat de l'examen au microscope 
donne des indications sur la gravité de l'infection du lait par 
les germes microbiens. En même temps, on signale la bète 
suspecte au Service des Prélèvements qui, à la tournée sui- 
vante, prélève un échantillon de lait de chacun des quatre 
trayons de la vache à observer. L'examen des quatre trayons 
indique quels sont le ou les trayons malades. Ces indications 
sont transmises au vétérinaire qui doit alors faire un examen 
clinique des quartiers signalés comme anormaux et donner au 
Directeur de Vacherie les indications relatives au sujet de 
l'emploi du lait pour l'alimentation humaine. — Les laits 
anormaux sont écartés et l’on a ainsi toute assurance que les 
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vacheries ne débitent que du lait absolument sain et sans 
danger pour l'alimentation des enfants et malades. 

Il est hors de doute qu'une telle manière de procéder présente 
de grands avantages, et pour le public, et pour l'exploitant des 
vacheries. Le public a la certitude de recevoir un lait sain et 
sans reproches. Cette assurance est nécessaire lorsque le lait 
est débité comme laït cru aseptique, c'est-à-dire lorsqu'il est 
destiné à être consommé cru et non bouilli. On sait l'importance 
qu'attribuent les médecins hygiénistes de l'enfance à cette 
catégorie de laits. Le public doit être absolument sûr que 
les enfants et les malades, dont les organes sont très sensibles, 
n'absorberont pas de germes pathogènes, et spécialement des 
Streptocoques qui provoquent des entérites mortelles. — Cette 
assurance ne peut être donnée que si l’on contrôle de près la 
santé des vaches ; le système que nous avons décrit donne des 
saranties très sérieuses au consommateur. De plus, les direc- 
teurs des Vacheries possèdent, dans l'examen du dépôt leuco- 
cytaire, un moyen très commode pour vérilier la santé de leur 
bétail ; non seulement, ils connaissent ainsi les vaches normales, 
mais ils peuvent fournir au vétérinaire chargé du contrôle des 
renseignements très précis, qui guideront d'une façon süre le 
clinicien. On pourra traiter ces mammites au début, les guérir 
plus efficacement que lorsqu'elles sont manifestes et étendues; 
économie à tous les points de vue, tels sont les grands avan- 
lages que l’on retire de ces recherches, qui méritent d'être pra- 
tiquées et propagées dans l'intérêt de tous par les laboratoires 
chargés du contrôle des denrées alimentaires. 


D re 


LE ROLE DE LA RATE DANS LA FIÈVRE RÉCURRENTE 


par le professeur ANnasr. ARAVANTINOS 
de la Faculté d'Athènes. 

La question la plus importante dans la fièvre récurrente (1) 
est de savoir ce que devient le parasite entre les accès de 
fièvre. On admet généralement qu'il séjourne dans les organes 
internes, dans les organes hématopoiétiques, mais on n'est 
pas fixé sur la forme que le parasite revêt pendant la période 
apyrétique. Les uns admettent qu'il ne change pas de forme, 
d’autres soutiennent qu'il est dimorphe et passe de la forme 
parfaite du spirochète à celle de bâtonnets et de grains de chro- 
matine. Dans tous les cas, on s'accorde à accepter que la rate 
sert de refuge au parasite pendant l’apyrexie. 


* 
REX 


A. — Nous avons voulu contrôler ce rôle important de la 
rate en recherchant le parasite dans cet organe pendant tout le 
cours de la maladie et en même temps la forme sous laquelle 
il se présente là. | 

A cet effet nous avons exécuté la ponction splénique sur 
plus de 120 cas de fièvre récurrente et nous avons examiné la 

préparation microscopique de la pulpe splénique. Cette prépa- 
ration était confrontée à une préparation du sang périphérique 
prise en même temps. Coloration d’après (Giemsa, examen 
minutieux. 

Avant d'exposer les résultats de nos recherches, nous devons 
proclamer l'innocuité parfaite de la ponction splénique. Pour 
exécuter cette ponction dans la leishmaniose viscérale, 
maladie qui entraîne une grande friabilité du parenchyme de 
la rate et une diminution de coagulabilité du sang, nous 


(1) Cette maladie, inconnue en Grèce avant les guerres balkaniques, y a 
pénétré avec les troupes revenant de Macédoine et y est devenue endé- 
mique, avec des recrudescences épidémiques pendant les mobilisations. 
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employons une seringue construite d’après nos instructions, à 
piston automatique pour abréger le temps de la ponction, qui 
peut devenir mortelle dans cette maladie (1). La même 
seringue utilisée dans la fièvre récurrente ne donne pas le sut 
splénique, tant la consistance de la rate résiste à La force du 
ressort. Nous avons donc exécuté la ponction splénique avec 
une seringue ordinaire sans prendre aucune mesure de précau- 
lion nt avant n1 après, sans même demander au malade 
d'arrêter la respiralion, précaution qui serait nécessaire, les 
mouvements respiratoires pouvant entrainer l'élargissement du 
trou. Nous avons ponctionné parfois dans la même séance 
jusqu'à cinq fois sans accident ni même inconvénient. 
Quelques malades seulement se sont plaints après de douleur 
au côté, et à l'examen nous n'avons constaté qu'un bruit de 
frottement. 

Durant chaque accès de fièvre; nous avons essayé de cons- 
tater où les spirochètes se rencontrent en plus grand nombre, 
dans la rate ou dans le sang périphérique, et s'ils se présentent 
sous une forme différente. Voici le résultat des recherches 
pendant le premier accès. 


TABLEAU |, — Premier accès. 


SANG SUC Ë CHUTE DE LA FIÈVRE 


, 


NUMÉRO 
de 


périphérique splénique = £ après 


l'observation 


© 


NE +++ + 


ï 


++ 


ss+++est+ 
Smet 


De AA L+LHL++ 


EE RER ARR La 15 + 
MMOUPES MEN AIME +++ 
BAT: ar : Le 
KAN SR EU 3 LEE 
Kots.….. É DS An 
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MAMA AN EE dan 0 


3 jours. 
quelques heures. 


++ 
++ 


quelques heures. 
quelques heures, 


Il résulte de l'examen du tableau ci-dessus qu'on rencontre le 


{1} ArAvANTINOSs. — Modification dans la technique de la ponction de la 
rate et méthode pour assurer l’innocuité ‘parfaite de la ponction splénique. 
Bulletin de la Soc. de vath. exolique, 1916, &. IX, no 7; 4918, t. XI, n° 8. 
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spirochète en plus grand nombre dans le sang que dans la pulpe 
de la rate. Dans deux cas (obs. 33 et 35), nous n'avons pu trouver 
aucun spirochète dans le suc tandis qu'on en trouvait dans le 
sang. Dans les observations 34 et 21, les spirochètes disparais- 
sent avant la chute de la fièvre et, comme il résulte de l’obser- 
vation 33, d'abord de la rate, puis du sang, où du moins leur 
nombre a diminué au point qu'on ne peut pas les trouver dans 
le suc splénique alors qu'on les trouve däns lé sang. Nous 
avons observé aussi, et cette observation a une valeur absolué, 
que les spirochètes se rencontrent en plus grand nombre parmi 
les éléments du sang, les globules rouges. 

Si le spirochète était pour ainsi dire emmagasiné dans la 
rate, il serait naturel qu’au début du deuxième accès on le 
trouvât en plus grand nombre dans le suc splénique que dans 
le sang, puisque c'est dans la rate qu'il se multiplierait et d’où 
il sortirait pour envahir le sang. L'examen parallèle du suc 
splénique et du sang périphérique nous à donné les résultats 
suivants : 


TABLEAU IL. — Deuxième accès. 


SANG SUC CHUTE DE LA FIÈVRE 


de 
l'observation 


périphérique splénique après 


de l'accès 


NUMERO 
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1 

1 

1 

1 
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quelques heures. 
quelques heures. 
quelques heures. 
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(1) Récidive après 0 gr. 3 de 606. 
2) Vient d'être pris de frisson. 
(3) La fièvre vient de se manifester. 
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Par ce tableau, on s'aperçoit que, pendant le deuxième accès, 
le spirochète est en plus grand nombre dans le sang que dans 
le suc splénique. De plus, on voit par les observations 10, 19 
et 89 qu'il se trouve dans le sang plutôt que dans le suc. 

Après ces résultats, nous avons cherché à constater plus 
exactement où le spirochète apparaît d'abord, dans le sang ou 
dans le suc splénique, avant la venue du deuxième accès. Nous 
avons en même temps à constater si le spirochète, avant ce 
deuxième accès, apparaît comme tel ou s’il existe une autre 
forme de laquelle il évolue à la forme de spirochète. Dans ce 
but, nous avons pratiqué la ponction splénique durant tous les 
jours de l’apyrexie, mais surtout pendant les derniers jours 
avant l'apparition de la fièvre. Les résultats ont été les 
suivants : 


TABLEAU III. — Apyrexie après le premier accès. 


(L'astérisque indique que le malade n'a pas été pris d'un second accès.) 
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DÉBUT DE LA FIÈVRE 
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Nous voyons dans le tableau ci-dessus que le spirochète 
apparait en même temps dans le sang et dans la rate. Une fois 
(obs. 90) nous trouvons des spirochètes dans le sang sans en 
trouver dans le suc splénique, tandis que dans l'obser- 
Vation 54 nous ne parvenons à en découvrir qu'un seul dans 
toute la préparation du suc splénique et pas un seul dans le 
sang. | 
Parmi les 77 cas sur lesquels nous avons exécuté la ponction 
de la rate pendant l’apyrexie qui suit le premier accès, et plus 
Spécialement parmi les 63 sur qui la ponction a été faite peu 
de temps avant la venue de la fièvre, nous avons trouvé Île 
spirochète dans 12 cas. Parmi ces 63 malades, 11 n’ont pas subi 
de deuxième accès; donc, sur 52 cas, c'est seulement ddns 12 
que nous avons pu découvrir le spirochète avant l'invasion du 
leuxième accès. | 

L'intervalle entre la découverte du spirochète et la mañites- 
lation de la fièvre sur ces 12 cas était de 3, # 1/2, 5, 5,8, 9, 
16, 20, 24, 25, 28, 36 heures. 

Nous sommes persuadé que, si au lieu d'étendre le sang et le 
suc splénique sur le porte-objet en une couche mince, nous 
avions fait l'examen en goutte d'après le procédé de Ross, nous 
aurions pu découvrir les spirochètes plus souvent et quélques 
heures plus tôt. 

De l'examen parallèle des préparations de sang et de sut 
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splénique, nous avons pu nous convaincre que les spirochètes 
sont plus nombreux dans le sang que dans le suc splénique. 

Nous n'avons pu découvrir aucune autre forme de spiro- 
chète ni en désagrégation ni en granules. Non plus nous 
n'avons observé la phagocytose des spirochètes ni dans le 
sang, comine [vanoff veut l'avoir vu constamment, ni dans la 
rate, comme l'ont observé Metchnikoff, Levaditi et autres. 

La leucocytose que nous avons constatée dans le sang, qui 
contenait des spirochètes ou peu avant et peu après l'accès, 
nous l’avons trouvée aussi dans le suc splénique. C'est-à-dire 
que, tandis que pendant l’apyrexie on remarquait la lympho- 
cytose du suc, lorsqu'il y avait des spirochètes, le nombre des 
polynueléaires augmentait. Ce changement du rapport entre 
lymphocytoses et polynucléaires s'observait aussi peu avant et 
peu après l'accès. 

Nous avons observé fréquemment la division transversale du 
spirochète tandis que rarement nous avons vu ce qu’on pour- 
rait attribuer à une division longitudinale. La préparation de 
sang de l'observation 99, prise quatre heures et demie 
avant l'accès de fièvre, est très intéressante. On y voit pulluler 
des spirochètes longs; ceux de taillé normale sont moins 
nombreux; sur un grand nombre d’entre eux on distingue une 
division transversale. L'examen de la préparation nous porte à 
supposer qu'avant la venue de l'accès, il y a un moment 
pendant lequel on observe une division en masse des spiro- 
chètes, qui .entraîne la réaction de l'organisme, la fièvre. 
Peut-être aurait-on pu, en faisant des préparations de sang pris 
successivement à de très courts intervalles avant l'accès, 
arriver à fixer le moment de la pullulation massive du spiro- 
chète. Si l’on ne découvre pas toujours le spirochète au début 
de l'accès, cela prouve que l'organisme ne réagit pas toujours à 
la même quantité de spirochètes. 


* 
+ # 


B. — Nous ne nous sommes pas contenté de constaler au 
microscope l'absence de spirochèles dans le suc splénique. A 
l'examen microscopique, nous avons voulu apporter l'appui de 
l'expérience. # soldats S’étant volontairement mis à notre 
disposition, nous avons pratiqué 5 inoculations. 
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Les précautions prises — outre l’examen pour syphilis et 
tuberculose — étaient les suivantes : le suc splénique était pris 
du troisième au quatrième jour après le premier accès. 
L'existence du spirochète dans le sang du soldat malade était 
vériliée pendant le premier et le deuxième accès. 

La quantité de suc injectée était de 0,2 — 0 ce. 5 obtenue par 
une ou plusieurs ponctions spléniques. 


Observation I. — Le soldat Ass.…, est inoculé avec du suc splénique le 
43 mars 1918. Il reste en parfaite santé. 
Observation II. — Le mème soldat est inoculé de nouveau avec du suc 


splénique le 29 mars 1918. Le lendemain il est pris d’un léger accès de 
fièvre. 


Dane Matin 3607 
DOPAUNSET TIRE ATLAS Soir 400! 
EAN Matin 37°8 

EME Lo STI Pole Soir 3806 


Pas de spirochète dans le sang. Il reste depuis bien portant. 

Observation III. — Le soldat Pour... est inoculé avec du suc splénique le 
27 mars 1918. Il est pris de frissons le lendemain soir, il prend du pyramidon 
et on le trouve sans fièvre. Bien portant depuis. 

Observation IV. — Le soldat Orr..… est inoculé le 27 mars 1918 avec du suc 
splénique. Pris de frissons le soir des 2 et 3 avril, il prend du pyramidon. Le 
lendemain il se trouve bien portant. 

Observation V. — Le soldat Bous….. est inoculé le 27 mars 1918. Le soir du 
1er avril, il est pris de frisson et de haute fièvre. La fièvre persiste pendant 
quelques jours et a le type intermittent. 
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Sans fièvre depuis. Dans le sang périphérique, on ne trouve aucun para- 
site. L’après-midi du 5 avril, ponction de la rate; nous trouvons dans le suce 
splénique des nombreux hématozoaires de forme annulaire fine, comme celle 
de la tierce maligne, sans modification de la forme ni de la couleur des globules 
rouges. Ce soldat nous à dit n'avoir jamais auparavant souftert des fièvres 
paludéeennes. D'ailleurs, il ne présentait aucune tuméfaction de la rate, qui 
n'a augmenté de volume que d'une facon subite. Le 4 avril elle devient 
palpable pour la première fois et le lendemain elle proémine déjà de deux 
doigts, pour diminuer légèrement le 6 avril. 
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La préparation microscopique du suc splénique qui a servi à 
l’inoculation ne présente aucun parasite (ni spirochète ni héma- 
lozoaire) et pourtant la spirochétose n'a pas été communiquée 
landis que le sujet est pris de la malaria. L'idée d’une infec- 
lion dans l'hôpital est exclue parce qu'elle ne se fût pas bornée 
à un seul soldat et puis il n'existait pas d’anophèles à l'hôpital. 

Après ces résultats des inoculations, restait à prouver que 
l'issue négative n'était pas due à une injection antérieure. 
Pour nous assurer que les soldats vaccinés n'avaient pas été 
atteints autrefois de la fièvre récurrente, nous leur avons 
injecté du sang provenant d'un deuxième accès dans lequel le 
microscope avait révélé l'existence de nombreux sp'rochètes. 
Tous, excepté le soldat Poul..…., ont eu la fièvre récurrente avec 
spirochètes dans le sang. Les soldats Orf.. et Boub... ont eu 
deux accès, Ass. un seulement. Il est donc prouvé que le résultat 
négatif de la vaccination avec du suc splénique n'avait pas pour 
cause une immunité après infection antérieure, mais bien 
l'absence de spirochètes du suc splénique. Nous avons pu 
constater autre chose encore. L’injection de suc splénique n'a 
pas pu prévenir l'infection. Si elle n’a pas provoqué une immu- 
nité complète, nous devons nous demander si l'infection pro- 
voquée par l'injection de 5 cent. cubes de sang spirochétifère 
a été moins grave. Voici quelques détails : 


Bous... — La fièvre fait irruption le quatrième jour. L'accès dure trois jours 
seulement. Maximum de fièvre 4008. Le deuxième accès survient le soir du 
dixième jour et dure deux jours et demi. Maximum de la fièvre, 400. 

Orr... — Invasion de la fièvre le troisième jour. Durée du premier accès : 
cinq jours. Maximum de la fièvre 390 6. Invasion du second accès le douzième 
jour de l’apyrexie. Durée : un jour et demi. Maximum, 4002. 

Ass... — Irruption brusque de la fièvre avec frissons et vomissements. Durée 
de l'accès deux jours avec épistaxis abondante et tüuméfaction subite de la 
rate. Chute de la fièvre avec sueur profuse. Spirochètes dans le sang. 
Maximum de la fièvre 4005. 

Pour... — N'a pas contracté la récurrente. 


Nous ne pouvons nier que la première inoculalion de sue splé- 
nique avait produit un certain degré d'immunité. Moins nette 
chez Orf..., l'immunité est évidente chez Ass.…., qui avait 
été injecté deux fois avec du suc splénique et qui avait reçu 
double dose de sang spirochétique, c'est-à-dire 10 cent. cubes. 
L'immunité n'avait pas été assez forte pour empêcher l'infec- 
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tion, mais suffisante pour en diminuer la gravité. C'est juste- 
ment ce résultat qui fait penser que le résultat négatif chez 
Poul... est probablement dû à une immunité plus efficace. Ce 
soldat nous à affirmé qu'il n'avait jamais auparavant souffert 
de la fièvre récurrente. 

Il est intéressant de noter que chaque injection de sang ou 
de suc splénique provoquait après vingt-quatre heures une 
élévation de température de courte durée. L’élévation s’est 
montrée chez Orf.. six Jours après l'injection de suc splé- 
nique. Cette fièvre n’a rien à voir avec l'infection spirochétique, 
comme le prouve le résultat positif de l'injection de sang 
spirochétique faite ultérieurement (1). 


En résumé, les résultats de notre travail sont les suivants : 

1° Le spirochète de la fièvre récurrente ne se rencontre pas 
plus fréquemment dans la rate que dans le sang. Au contraire, 
vers la fin de l'accès, on le voit disparaître de la rate plus tôt 
que du sang, et au commencement de l'accès, il apparaît dans 
le sang plus tôt que dans la rate. 

2° On rencontre les spirochètes dans le sang en plus grand 
nombre que dans la rate. Dans le suc splénique, on trouve le 
spirochète plutôt parmi les éléments du sang que parmi les 
éléments de la rate. — 

3° Les premiers jours de l'apyrexie le spirochète fait défaut 
dans le suc splénique. Celui-ci injecté à l'homme ne commu- 
nique pas la maladie. 

Il s'ensuit que nous aboulissons à un résultat contraire à 
l'opinion, soutenue jusqu’à présent, du rôle important de la 
rate pendant l’apyrexie comme lieu de séjour du spirochète. 
Cette opinion, admise aussi par Mühlens (2), est basée surtout 
sur des expériences de Metchnikoff (singes) et sur l’examen 
microscopique des organes de malades morts de la fièvre récur- 


(1) A ces expériences je pourrais ajouter la mienne. Un jour que j'exécutais 
des ponctions spléniques, je fus sérieusement piqué par l'aiguille d'un fort 
calibre pleine de suc splénique. Je ne fus pas infecté alors, mais quelques 
semaines plus tard j'ai eu la récurrente, contaminé sans doute par le sang 
des malades coulant de l'aiguille sur mes doigts autour des ongles pendant 
que j'introduisais de l’arsenobenzol dans la veine. 

(2) Rückfallfieber-Spirochäten, dans Handbuch der palhogenen Mikroorga- 
nismen de Kozce et WAssERMANN, 1913, vol. VIT, p. 871. 
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renle. Mais d'un côté les résultats des expériences, même faites 
sur des singes, ne peuvent pas toujours être appliqués à 
l'homme; par ailleurs, un homme mort de la fièvre récurrente 
est un homme qui a succombé ‘à l'infection spirochétique, 
dont les organes n'ont pas pu réagir et n’ont pas offert la 
résistance que l'organisme oppose habituellement. D'ailleurs, 
après la mort, le sang se retirant entre autres vers les sinus 
veineux de la rate, il y entraîne avec lui ses spirochètes. 

Nous n'avons pu constater aucun dimorphisme du parasite. 
S'il revètait une autre forme, on aurait dû, sinon vers la fin de 
l'accès, au moins au stade précédant le deuxième accès, 
suivre l'évolution du parasite de cette autre forme supposée 
Jusqu'au spirochète parfait. Nous n'avons distingué rien de 
pareil. Au contraire, dans une préparation de sang pris quatre 
heures et demie avant l'entrée de la fièvre, nous avons trouvé 
presque exclusivement de longs spirochètes en division trans- 
versale. Donc nous croyons qu'après Le premier accès il reste 
quelques spirochètes dans le sang, mais en nombre si petit 
qu'il devient impossible de les découvrir au microscope; ce 
nombre est suffisant pour rendre infectieux le sang de la 
période apyrétique (expériences de Manteufel). Ces quelques 
spirochètes, qui, au début de l’apyrexie, sous le choc de défense 
de l'organisme, ne se multiplient pas, commencent plus tard à 
se multiplier, probablement par division transversale, jusqu'à 
ce que leur nombre suflise pour déclancher l'accès. Ce nombre 
diffère chez les individus d’après l'organisme, mais aussi peut- 
être d’après la toxicité du parasite, de sorte que parfois l'accès 
commence avant que le nombre des spirochètes soit tel qu'ils 
puissent être vus au microscope. 


Le Gérant : G. Masson. 


CE 
Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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INFLUENCE 
DE LA TEMPÉRATURE SUR LA PHAGOCYTOSE 
par Tu. MADSEN et Ove WULFF. 


(Travail de l'Institut sérothérapique de l'Etat Danois. 


Des recherches précédentes faites sur ce suiet (par Ledingham, 
Milhit, Sulima, Wulff, etc.) ont démontré que la phagocytose 
augmente par la température entre certaines limites, mais une 
élude exacte ayant l'objet de déterminer l'optimum phagocvlaire 
n'a pas encore élé entreprise. 

Pour tenter de résoudre ce problème nous avons préféré tra- 
vailler sur le pouvoir phagocytaire des globules blancs eux- 
mêmes, sans addilion de sérum, excluant ainsi toute aclion des 
opsonines. Par ce procédé nous avons espéré obtenir les condi- 
tions d'expérience les plus simples. 

Nous avons employé la technique suivante : le sang humain 
est recueilli dans une solution de citrate de sodium à 0,25 p.100 
et ensuile lavé par centrifugalions répétées avec l'eau physio- 
logique. 

Dans une pipette Pasteur on aspire les émulsions du sang et des microbes 
e1 quantités égales, séparées par une bulle d'air. La pipette fermée par 
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fusion est placée pendant un temps défini à la température de l'expérience. 
Ensuite on casse la pointe de la pipette et on fait vivement se mélanger 
les deux émulsions: la pipette est de nouveau refermée puis exposée à la 
température de l'expérience. Après 15 minutes la réaction est interrompue 
et on délermine le degré de la phagocytose de la manière usuelle. 


Les microbes sont obtenus. par l'émulsion d’une culture en 
sélose d'environ 24 heures en l'eau physiologique. 

Généralement les expériences sont exécutées en double avec 
des B. coli et des staphylocoques. Dans les tableaux ci-dessous 
on a, comme index phagocytaire, indiqué le nombre moyen 
des microbes par phagocyte. 


TaBLEau 1. — Index phagocytaire. 


B. COLI STAPHYLOCOQUES 
TE PR. EN ES 
TEMPÉRATURE obs. cale. obs. calc. 
00 0,50 0,64 0,92 0,53 
50 0.S6 0,81 0,88 0,71 
100 1,0% 1,00 1410 1,09 
450 1,24 4,24 1,58 1672 
200 \,44 1,53 2,46 2,13 
250 1.80 1,85 . 2,86 2,96 
300 2,24 D 3,18 4,05 
399 3,92 2,69 5,46 1.10 
409 2,48 4,22 
450 1992 2,14 
D M NE Re 
D N0 610 UNE PEU 
Tagceiu [I — Index phagocytaire. 
Température : B. Coli Staphylocoques 
330 2,14 1,90 
330 2,82 3,00 
370 3,74 3,46 
390 3,06 2,96 
419 2,00 1,66 
459 1,26 » 
500 0,54 0,60 
TasceAc IT — Index phagocytaire. 
B: CORI STAPHYLOCOQUES 
Re. 0 RS Éd. +. <n 
TEMPÉRATURE obs. cale. obs. calc. 
(UD 0,52 0,54 Da 0,39 
ÿo 0,78 0,86 0,62 0,62 
1605 1,20 122 1,16 0,92 
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B. COLI STAPHYLOCOQUES 
RE 
[EMPÉRADURE obs. cale. obs calc. 
290 1,44 1,43 1,34 1,08 
260 1,80 1,87 41,50 1,43 
310 2,02 2 22 1,68 1.80 
340 2,22 2,62 2,02 2,04 
360 2,48 2,85 2,20 2,20 
370 2,96 2,96 2,18 2,3% 
a DU. “> 
: u — 71.160 u — 8.200 


Ces tableaux montrent un accroissement continuel du pou- 
voir phagocylaire partant de 0° jusque 37, tandis qu'il y a une 
baisse considérable aux températures plus élevées. 


TaBLeAu IV. — Index phagocytaire. 


Température B. Coli Staphylocoques 
— 50 0,00 0,16 
390 1,18 1,46 
369 41,68 2,12 
31° 2,42 2,56 
380 2,06 2,26 
390 1,28 1,60 
550 0.05 0,18 


L'expérience du tableau IV exécutée à des intervalles plus 
rapprochés montre qu'avec les leucocytés du sang humain 
normal l’optimum est exactement à 57. 

À — 5° il y a encore de faibles traces de phagocytose: de 
l'autre côté le phénomène a presque disparu à + 55°. 

La courbe ci-dessous représente graphiquement les rela- 
tions entre la température et la phagocytosc. 

Nous avons examiné si les relations entre la lempérature et 
le pouvoir phagocytaire suivaient la loi de van’t Hoff-Arrhenius : 


où K, et K, indiquent les pouvoirs phagocylaires aux tempé#ra- 
tures T, et FT, T, indiquent les températures absolues, 2 |a 
base des logarithmes natureïs et y une constante. 

Les tableaux [, El, TEE, EV, contiennent, dans les colonne: 
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marquées calc., les valeurs calculées par la formule indi- 
quée. On y a observé une concordance remarquable, excep- 
tion faite aux températures optimales, où la phagocytose 
observée surpasse parfois les valeurs théoriques; voir aussi 
tableau XVIIE. Il faut pourtant se rappeler l'incertitude de la 
détermination du pouvoir phagocytaire, vu la circonstance que 
celui-ci a été observé 15 minules seulement après le mélange 
des microbes et des phagocytes. 


Dans les expériences précédemment citées les B. coli et 
les staphylo ‘oques vont de pair. Une autre expérience fut entre- 
prise pour constater si le cas était le même pour d'autres 
microbes. 


TABLEAU V. 

10° 25 37 120 
R'ranthrac: :5. 2 10:58 4,05 2,06 1,20 
BAYphIQUue 10-02 1.00 2,80 1,40 
BRCOLIERE NE AUDE GO LUE 3,06 125 
Staphylocoques. 0,54 1e 12 3,10 1,40 
Str-ptocoques . 1,36 2,14 3,50 1,95 
B'moieus "1,90 2,30 1.08 1,90 
Vibrio nasik. . - : 4,06 2,66 5,46 1,80 
B. diphtérique . 5,14 4,12 12,36 2,86 


Il est à r marquer dans le tableau V que huit espèces diffé- 
rentes de microbes se comportaient de Ia même manière, ce 
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qui nous donne une grande probabilité pour qu'il s'agisse, ici, 
d'une loi applicable à bien des cas. 

On s'occupe seulement, dans toutes ces expériences, de la 
phagocytose spontanée, mais d'après celles de Walff il est fort 
probable que la phagocytose, en présence du sérum, se compor- 
tera de la mème manière, mais naturellement avec un [uit 
phagocytaire plus élevé. 

Ainsi l'optimum phagocytaire des leucocytes humains nor- 
maux se trouve à 37°. Quel est-il chez les animaux, où la tem- 
pérature du sang est autre? Nous avons, à cet égard, examiné 
les phagocytes du cobaye (température normale 39°), du coq et 
du pigeon (température normale #1°). 


TABLEAU VI. — Index phagocytaire. 

Température B. Coli Staphylocoques 

fais af 1,68 4,04 

Cobaye. \ 399 2,50 1,74 

l 410 1,36 1,02 

/ 370 1,68 2,04 

Coq Dogs \ 390 2,42 2,52 

f 41° 3,00 CE 

450 1,36 1,25 

37 1,18 2,18 

En 390 2,02 2,40 

4 ) “re 2,35 2.94 

VMS 1,93 1,80 


Il ressort du tableau VI que, dans ces exemples, l'optimum 
phagocytaire coïncide avec la température normale des orga- 
nismes, fournisseurs des leucocytes. Il nous parut ensuite inté- 
ressant d'examiner si, dans un organisme dont la température 
oscillait pendant de courts intervalles, l'oplimum phagocytaire 
variait de façon correspondante. Les malades fébricitants se 
prètaient bien à ces recherches (1). 

D'abord des expériences de contrôle montraient que l'opti- 
mum phagocytaire chez deux malades sans élévation de tem- 
pérature se trouvait à 37°. 


. (1) Le professeur Rovsixé, Rigshospitalets Afd. C., a bien voulu nous per- 
mettre d'exécuter ces recherches à son hôpital, ce qui lui donne droit à 
toute notre gratitude. 


+ 
== 
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Tascrat VII. — Index phagotytaire des personnes sans élévation 


de la température. 


I Il 
Sc 7 iii — hs a A 
Térnpérature B. Coli Slaphylocoques B. Coli Staphylocoques 
360 2,80 3,96 2,12 3,28 
L 310 3.26 4,90 3,36 5,20 
380 2,90 4,00 3,04 3,94 


Une. série d'expériences assez étendues permeltent de voir 
que, chez les personnes fébricitantes, l'optimum suit exacte- 


ment la température du malade. Nous présentons quelques 
exemples: 


TaBLEAU VIII. — Température, malade 38°5. 


Température 


Index phagocytaire 


370 1,90 

380 2,15 

39o 1,92 
Tigceau IX. — Température, malade 38°. 


Température 


Index phagocytaire 


370 4,76 

380 5,22 

390 3,22 

Au° 4.60 
Tagceau X. — Température, malade 39°. 


Température 


Index phagocytaire 


370 5,66 

380 6,77 

390 8,28 

400 7,05 
TagLeAU XI. — Température, malade :39°. 


Température Index phagocytaire 


370 2,65 
380 3,14 
390 1,68 


Après celte constatation il restait à examiner à quel degré 
el à quelle vitesse les globules blancs étaient en état de varier 
leur optimum avec les variations journalières d'un fébricitant. 
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INFLUENCE DE LA TEMPÉRATURE SUR LA PHAGOCYTOSE 


TagLeau XII. — Malade fébricitant. 


TEMPÉRATURE 
RATS CS 


TEMPÉRATURE DU SOIR : 3804 DC MATIN : 3705 
310 2.00 1,80 
3805 » [2,26 
38° 2,44 72 
3824 [2,48 | : » 

390 2.08 ANUS 
400 1,56 » 


Le tableau XIT représente un malade souffrant d'une affec- 
tion urinaire, dont la température du soir était de 38°4, et celle 
du matin suivant (quinze heures plus tard) de 37°5. Dans tous 
ces cas le déplacement de l’optimum correspond exactement à 
la baisse de la température. Le plus prononcé que nous ayons 


Tagceau XII. — Malade fébricitant. 


TEMPÉRATURE : 
D a CN 


TEMPÉRATURE DU SOIR : 3923 DU! MATIN: : 380 
310 1,80 DAS 
380 2,02 [2.82] 
290 2,54 220 
3903 [2,88] : 
400 2,34 » 


3:09 


Alfection spinale chez un homme : Température du soir 3: 
Température du malin, 15 heures plus lard, 34°. 
Taszear XIV. — Malade fébricitant. 


TEMPÉRATURE 
2 2 7 — 


TEMPÉRATURE DU SOIR : 35°6 DU MATIN : 390 
10 2,20 2,82 
380 2,46 [13.48 | 
3806 [3,58] » 
390 2,18 2:68 
400 2,40 » 


observé élail une femme, souffrant d'une pyélite calculeuse. 
La température ne variait pas de moins de 4° pendant les quar- 
torze heures du soir au malin suivant, et loptimum phagocytaire 
suivait exactement ces varialions. 
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TaBLeau XV. — Malade fébricitant. 


TEMPÉRATURE 


ro 


TEMPÉRATURE DU SOIR : 4005 DU MATIN : 3605 

300 » 3,28 

360 » 4,02 
3605 » [4,38 
370 2,55 3,80 

380 3,10 3,02 

390 4,09 2,84 

400 4,54 2,16 
1005 [5.00] » 

419 4,32 » 


Il ressort de ces ‘expériences que l'optimum phagocytaire se 
trouve constamment à la température de l'organisme au mo- 
ment où les leucocytes sont enlevés. 

Un grand nombre d'autres expériences nous ont permis de 
confirmer ce fait, ainsi qu'on peut le constater, que la défense 
phagocytaire de l'organisme pendant la fièvre n'est pas réduite 
à cause de l'élévation de la température. 

Il s'ensuit, des tableaux XII à XV, que l'élévation fébrile de 
la température n’a produit qu'une augmentation insigniliante 
du maximum phagocytaire. 

La mème émulsion des microbes étant employée pour servir 
à la détermination du pouvoir phagocylaire du soir et du 
lendemain, on pourrait attribuer ce phénomène à une aug- 
mentation pendant la nuit de la sensibilité de l'émulsion 
résultant d'une élévation de l'index phagocytaire. A observer 
aussi que, généralement, l'index phagocytaire pour toutes les 
températures est plus élevé le lendemain que le soir pré- 
cédent. 

Pour résoudre cette question nous avons entrepris des 
déterminations d'une émulsion du Z. coli dans l'eau physio- 
logique, avant et après un séjour de 18-19 heures à 20°C. 
Comme il ressort des tableaux XVI et XVII la différence est 
si petite qu'une variation de la sensibilité n'est guère vrai- 
semblable. 
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TagLeau XVI. — Détermination de l'index phagocytaire d'une émulsion 
de B. coli avant et après un séjour à 20°. 


II 

; I 19 HEURES APRES 
TEMPÉRATURE RE — me 

— obs. Calc: obs. cal 
3° 1,48 12/55 1,64 J ,64 
119 1,8% 1,59 2,00 2,00 
220 2,20 2,45 2,20 2.59 
369 STE 3,32 3,22 902 
TT 

D = Si) 
Tagzeau XVII. 
IT 

: à © I 18 HEURES APRÈS 
[EMPÉRATURE CAR ARGENT CARE pre ET 

— obs calc. obs. cal 
100 1,46 1,47 1,50 149 
200 2,00 2.07 1,86 DUT 
390 De 6102 JS 3,98 
TT 

5 100 


Chez un autre malade (tableau XVIIT), où la température 


TagLeau XVII. — Malade fébricitant. ? 


TEMPÉRATURE 


TEMPÉRATURE SC oran OR Ne LeR 
= obs. calc. obs. calc. 
0° 0,68 0,68 0,80 0,78 
100 2 1,00 1,32 NœutE) 
200 1,46 1,36 1,70 1,67 
300 2,00 2,03 212 2,939 
360 2,36 DAS 2,48 2,86 
210 2,60 2,60 [2,96] 2,96 
380 2,98 2,69 2532 (3,06) 
3805 [3,50 | DENTES 1,6% 3,10) 
390 2,88 ” » » 
400 9,14 » » » 
©,  ——  " 
u — 6.140 


variait de 38°,5 (soir) à 37° (matin), la différence entre les 
maximums phagocytaires était plus prononcée(3,50-2,96). 
Dans les tableaux L, IT, XVI, XVII, X VIII on trouve, à côlé 
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des valeurs observées, les valeurs calculées pour l'index phago- 
cylaire. Les constantes y indiquent les valeurs du coefficient de 
température qui dans ces expériences varient entre 4.000 et 
10.000. Nons n'approfondirons pas la cause possible de ces 
ariations. Une élévation de la température de 10° correspond 
environ à une augmentation de la phagocylose de 1,3 — 1,85. 
Ainsi les variations de la température ne jouent pas le même 
rôle pour la phagocytose que pour le pouvoir bactéricide du 
sérum, où l'augmentation par degré est environ trois fois plus 
crande. 


Après ces expériences sur des animaux à sang chaud il nous 
parut intéressant d'étudier quelques organismes pœcilothermes 
à cet égard. Nous disposons de très peu d'expériences seule- 
ment sur le pouvoir phagocytaire des globules blancs de la gre- 
nouille vis-à-vis des colibacilles et des staphylocoques. 

Il ressort du tableau XIX que les variations de l'index pha- 
gocytaire à 10°,25°,37° et 41° étaient peu sensibles. Ainsi, aucun 


Tagceau XIX. — Leucocytes de la grenouille. 
Température Colibacilles Slaphylocoques 
10° 2,39 2,14 
250 2,16 3,20 
310 2,34 2,91 
410 2,24 3,14 


maximum n'élait constaté, la phagocytose étant la même entre 
10° et 41°, Ce résultat était assez imprévu, si l’on considère les 
relations intimes entre la température des pœcilothermes et 
leur métabolisme. Nous avons recherché comment se compor- 
laient les globules blancs des grenouilles gardées pendant trois 
jours à différentes températures : 0°, 17° et 37°. Les tableaux 


Tagceau XX. — Leucocytes d'une grenouille gardée à 0°. 
Température Colibacilles Staphylocoques 
0 1,78 2,81 
90 2,04 2,85 
{T0 2,06 3,06 
310 1,95 2,96 
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TABLEAtT XXI. —eLeucocytes d'une grenouille gardée à 17°. 


Température Colibacilles Staphylocoques 
0° 2332 2,50 
90 » 2,66 
10 2,42 2 40) 
260 2,41 2,34 
21 2,15 2,9% 

109 2,54 2,62 
Tapceau XXII. — Leucocytes d'une grenouille gardée à 37°. 
Température Colibacilles Staphylocoques 
00 2,26 2,10 
90 2,45 2,64 
Le 2,34 2,10 
31 2,25 2,52 


XX, XXI et XXII montrent que le résultat était le même, le 
pouvoir phagocytaire restait égal entre 0°’et 37° (40°). 


Résumé. 


Chez les homæothermes le pouvoir phagocytaire augmente 
avec la température, en partant d'environ + 5° jusqu'à un maxi- 
mum qui correspond exactement à la température de lindi- 
vidu dont proviennent les globules blancs. 

Ainsi dans des conditions normales le maximum se trouve 
chez l'homme à environ 37°, chez le cobaye à 39°, chez de coq 
et le pigeon à 41°. 

Une augmentation de-la température au-dessus de ce maxi- 
mum fait diminuer rapidement la phagocytose. 

Chez Les personnes fébricitantes de maximum phagocytaire 
suit étroitement les variations de la température. 

L'augmentation de la phagocytose avec la température 
semble suivre la loi de van't Hoff-Arrheuius. Les valeurs 
de varient entre ca. 4.000 et 11.000. 

Chez la grenouille un tel optimum n'est pas observé, la pha- 
gocytose étant la même à toutes les températures examinées. 


ACTION DU SÉRUM ANTIPNEUMOCOCCIQUE 
AU COURS DE LA PNEUMONIE 
ET DANS LES COMPLICATIONS DE LA GRIPPE 


par le Dr Lours CRUVEIÏLHIER. 


Si la grippe condamne, la surinfection exécute,a-t-on ditavec 
raison. Il apparaît de plus en plus, en effet, que les ravages 
causés dans le monde entier par la grippe sont dus presque 
toujours à ses complications qui donnent à la maladie une 
allure spéciale et une gravité particulière. Des diverses compli- 
cations, celles qui portent sur l'appareil respiratoire sont de 
beaucoup les plus fréquemment signalées. Parfois, elles déter- 
minent de simples phénomènes de congestion pulmonaire. 
D'autres fois, on observe les symptômes habituels de la pneu- 
monie. Plus rarement, on rencontre à l’auscultation des noyaux 
de bronchopneumonie disséminés dans le poumon ou des signes 
d'œdème pulmonaire. Chez des sujels ayant élé antérieure- 
ment atteints d’affections de l'appareil respiratoire, la pleurésie 
purulente serait particulièrement fréquente. Qu'elles se déve- 
loppent seulement dans le tissu pulmonaire même ou qu'elles 
atteignent la plèvre, les déterminalions de la grippe sur l’appa- 
reil respiratoire surviennent parfois avec une rapidité décon- 
certante sans qu'aucun signe précurseur ait pu éveiller l’atten- 
ion. EIICS apparaissent tantôt au début de la maladie, au cours 
de la période fébrile, tantôt au moment de la défervescence ou 
encore après quelques jours d’apyrexie, alors que tout danger 
paraissait conjuré. Elles se signalent dans tous les cas par une 
brusque ascension de la courbe thermique. 

Les constatations, tant bactériologiques qu'anatomo-patho- 
logiques, faites dans le cas de complications pulmonaires de la 
grippe, amènent à considérer que, quel que soit le germe spéci- 
fique de cette maladie, certains microbes, tels que le strepto- 
coque, le pneumobacille et surtout le pneumocoque, auraient 
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une action capitale dans ses déterminations sur l'appareil respi- 
ratoire. En raison du très grand nombre de cas où la présence 
de ce dernier microbe a été signalée chez les malades atteints 
de grippe compliquée, le pneumocoque semble jouer un rôle 
prédominant dans les complications. On comprend donc que 
nombreux aient été les auteurs qui, comme nous-même, se 
sont adressés, pour lutter contre les complications respiratoires 
de la grippe, à la sérothérapie antipneumococcique. 


Le sérum anlipneumococeique utilisé en France est celui que 
prépare M. Truche à l'Institut Pasteur. Cet auteur a eu 
recours pour l'immunisation de ses chevaux à des pneumo- 
coques très virulents isolés de pneumonies humaines et tuant 
la souris, les uns au dix milliardième de centimètre cube et les 
autres au millionième. Afin d'obtenir des cultures suffisamment 
riches, l’auteur a dù employer un milieu spécial qu'il a 
décrit sous le nom de milieu T, dont la réaction est légère- 
ment alcaline, et qui est constitué par une cau peptonisée à 
4 p. 100, salée à 0,5 p. 100 et glucosée à 0,2 p. 100. Ce milieu 
fournit des cultures pneumococciques d'une abondance tout à 
fait remarquable. C'est ainsi que le dépôt obtenu par la centri- 
fugation de 10 cent. cubes du milieu en question représente 
1 centigr. de matière microbienne vivante. Celle-ci est émul- 
sionnée dans l'alcool absolu auquel on ajoute ensuite une égale 
quantité d'éther. Lorsque, après vingt-quatre heures, on consi- 
dère que les pneumocoques sont tués, on décante le mélange 
alcool-éther, puis on dessèche à l'étuve de Jouan ou dans le 
vide sulfurique. On obtient ainsi un résidu blanc grisätre que 
l’on pulvérise au moyen du broyeur à billes de Blaizot. Cette 
poudre est conservée ensuite à la température du laboratoire 
au sec dans un récipient contenant de la chaux vive. 

Pour immuniser ses chevaux M. Truche leur injecte tous 
les jours, pendant dix Jours, une quantité donnée de la poudre 
microbienne émulsionnée dans l'eau physiologique. [l laisse 
reposer les animaux dix jours et les saigne le onzième, le sérum 
est alors titré. Si, à la dose de 1/10 de cent. cube, celui-ci 
n'arrive pas à protéger la souris de 20 grarnmes contre 1/100 
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et 1/1000 de cent. cube d’une culture virulente tuant au moins 
à un millionième, il est rejeté. 

Parallèlement au titrage préventif chezlasouris, M. Fruche fait 
l'épreuve de l’agglutination et de la déviation du complément. 
Ce n'est que quand les résultats obtenus chez l'animal sont 
satisfaisants que le sérum antipneumococcique est livré pour 
l'ulilisation chez l'homme. Le sérum de M. Truche est poly va- 
lent, car il agit sur les trois types de pneumocoques admis 
tant par cet auteur que par les Anglais et Américains. 


C'est par la voie sous-cutanée que d'ordinaire le sérum anti- 
pneumococcique à été injecté. Les piqüres sont pratiquées à la 
région antéro-externe de la cuisse ou aw niveau des hvypo- 
condres, à une certaine distance de la ligne médiane. Les 
doses injectées diffèrent suivant les auteurs. C'est ainsi que 
M. Renon conseille d'injecter le premier et le deuxième jour 
0 cent. cubes de sérum antipneumococcique, puis le troisième 
et le quatrième jour seulement 20 cent. cubes. Le D" Lassance, 
dès que les diagnostics clinique et bactériologique sont 
établis, pratique une injection de 50, 60 ou même 70 cent. cubes 
de sérum qu'il renouvelle le lendemain, mais à la dose de 40, 30 
ou 20 cent. cubes. La dose de 20 cent. cubes de sérum antipneu- 
mococcique répélée une ou plusieurs fois, à vingt-quatre heures 
l'intervalle d'ordinaire, est préconisée par d’autres auteurs qui 
en ont obtenu d'excellents résultats: il em est ainsi des D° Pol 
Vassal, Morel et Dagincourt. Comme ces derniers, le D' Maurice 
Perrin de Nancy injectait le plus fréquemment, aux grippés 
qu'il a traités par la sérothérapie, 20 cent. cubes. Il aurait 
toutefois injecté 40 cent. cubes dans deux cas et dans deux 
autres circonstances 60 cent. eubes. Chez un malade atteint de 
bronchopneumonie grave, il a élevé la dose à 120 cent. cubes 
de sérum antipneumococcique. Toutes les fois qu'il se trouve en 
présence d'une bronchopneumonie déclarée, M. Violle injecte, 
en vingl-quatre heures, 80 ou 100 cent. cubes de sérum et il 
renouvelle la dose/s'il y a lieu. Il admet, en règle générale, que 
tout gerippé doit recevoir 40 cent. cubes, dose qui n’est répétée que 
si les symptômes pulmonaires ne s’'amendent pas. Le D' Blazy 
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de Saint-Raphaël a traité 107 pneumoniques auxquels il injec- 
tait, par voie sous-culanée, en moyenne 80 cent. cubes, en une 
seule fois; dans quelques cas, une seconde injection de 40 à 
25 cent. cubes a dû être pratiquée. 

Chez un grippé très gravement atteint, M. Dujardin-Beau- 
metz a oblenu la guérison d’une pneumonie lobaire droite, au 
moyen de deux injections de 100 cent. cubes de sérum pra- 
tiquées à cinq jours d'intervalle. À l'hôpital militaire de Ver- 
sailles, chez un soldat atteint de pneumonie droite compliquée 
de pneumonie gauche, puis de pleurésie, l'infection a été 
conjurée par deux injections de 100 cent. cubes de sérum, 
la seconde ayant suivi la première de vingt-quatre heures. 
Pour nous, dans les quelques cas que nous avons eu l'occasion 
de traiter, nous avons toujours obtenu des résultats satisfaisants 
en ayant recours aux fortes doses d'emblée variant de 40 à 60, 
ou mème 80 cent. cubes de sérum antipneumococtique. 
Toutes les fois que l'indication se présentait nous répétions les 
injections souvent quotidiennement, mais d'ordinaire nous 
n'employions alors que 30 ou 40 cent. cubes de sérum. 


Les divers auleurs qui ont traité des malades par le sérum 
antipneumococcique sont unanimes à constater son innocuité 
absolue et sa parfaite tolérance. Le D' Maurice Perrin, dans son 
rapport à la Société médico-chirurgicale de Bourges, déclare 
n'avoir pas observé plus souvent de réaction après les fortes 
doses qu'à la suite des faibles doses de sérum. Il aurait remar- 
qué de plus que les cinq malades albuminuriques qu'il à traités 
ont parfaitement supporté les injections de sérum ; chez aucun 
d'entre eux l'albuminurie n’a subi de recrudescence. 

Afin d'éviter les accidents d'anaphylaxie, la plupart des 
auteurs ont eu recours à la méthode antianaphylactique de 
Besredka. C'est ainsi que MM. Violle et Defressine, quatre 
heures au minimum avant l'injection de sérum, pratiquaientune 
injection de 1 cent. cube du même sérum sous la peau. Ils 
donnaient de plus à leurs malades en potion 4 grammes de 
chlorure de calcium. 
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Quelques auteurs seulement mentiornent des accidents 
sériques. 

L'urticaire a parfois été constaté trois et quatre jours après 
l'injeclion de sérum, comme d'autres fois il n’est apparu, 
ainsi qu'en témoigne un cas observé par M. Truche, qu'au bout 
de vingt-six Jours. M. Lassance l'a vu persister jusqu'à dix-huit 
jours, mais d'ordinaire sa durée serait beaucoup moindre. Ce 
dernier auteur a observé dans six cas une éruplion scarlatini- 
forme typique. Certains malades ont présenté, en même temps 
que de l'urticaire, des douleurs articulaires le plus souvent 
peu intenses et de courte durée. 


# 


FX 


L'action du sérum de M. Truche s'exerce d'abord et princi- 
palement sur la /empérature. I semble, ainsi que le fait remar- 
quer le D' Lassance, que le sérum anlipneumococcique agisse 
comme un véritable antithermique. 

M. Renon, comme MM. Pol Vassal, Morel et Dagincour!, 
n'ont toutefois observé d'abaissement vrai de la température 
qu'après la seconde ou même la troisième injection. Parfois, 
comme dans le cas observé par M. Dujardin-Beaumelz, dès le 
lendemain de la première injection de sérum, on constatait un 
abaissement de la température, mais celle-ci ne tardait pas à 
remonter de facon à nécessiter une seconde piqûre. Ce n'est 
qu'après cette dernière, et cela, suivant les cas, au bout de 
36, 48 heures ou davantage, qu'on assistait au début de la 
défervescence qui s'elfectuait en un temps variant de quel- 
qués heures à quatre jours et plus. Dans une observation 
recueillie à l'hôpital militaire de Versailles, trente jours seu- 
lement après une seconde injection de sérum, la température 
est tombée à 37%. Du fait de cette sorte de précipitation de la 
défervescence sous l'action du sérum antipneumococcique, le 
type thermique de la grippe compliquée se trouve modifié de 
telle sorte que le plateau devient plus court et plus accidenté 
que dans les cas de grippe compliquée non traitée par le sérum. 
Il faut noter en outre la suppression constante de l’exacerbation 
thermique précrilique signalée par Wunderlich. 

Tous les auteurs qui ont traité des grippés par le sérum de 
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M. Truche sont unanimes à déclarer que l'action du sérum anti- 
pneumococcique s'exerce, autant que sur la température, sur le 
pouls qui suit constamment une marche parallèle à celle de 
celte dernière. Chaque fois que la température baissait nous 
avons remarqué, pour notre part, que le pouls devenait moins 
rapide, mieux frappé et plus ample. Il nous a semblé que d’or- 
dinaire sa réascension précédait celle de la température qu'elle 
autorisait à prévoir. Aussi avions-nous pris pour règle de con- 
duite de pratiquer une nouvelle injection de sérum antipneu- 
mococcique dès que nous observions une accélération du pouls 
avant même d'attendre l'élévation thermique. Chez la plupart 
des malades nous avons noté, après la défervescence, une bra- 
dycardie manifeste. 

En même temps que sous l'influence du sérum anlipneumo- 
coccique la température s’abaisse et que le pouls est moins 
accéléré, l'asthénie, si manifeste chez les grippés, devient 
moins prononcée. L'état général s'améliore, le malade éprouve 
une sensation de mieux-ôtre, la langue redevient humide, Ia 
céphalée disparaît avec les phénomènes gastriques. Les urines, 
dont la quantité au cours de la grippe est parfois diminuée, au 
point de ne pas atteindre le litre, deviennent plus abondantes 
et plus claires. Il se produit parfois, ainsi que la noté 
M. Renon, une diurèse de 3 et 4 litres en vingt-quatre heures. 
Localement, les signes physiques se modifient favorablement. 
D'autres auteurs, au nombre desquels M. Lassance, admettent 
que le sérum ne modifie pas les signes d’auscultation. Après 
une défervescence complète on est étonné de voir persister le 
souffle et les ràles crépitants en mème temps que la toux, le 
point de côté et la dyspnée. L’expectoration nous à paru bien 
souvent peu modifiée et nullement diminuée. Il semble que 
« si la maladie pneumococcémique est finie, le poumon n à pas 
recouvré l'intégrité de son état anatomique sur lequel l’action 
du sérum est en réalité très faible ». 


Un grand nombre de nos confrères sont d'avis, avec 
MM. Defressine et Violle, qu'on doit attendre surtout du sérum 
antipneumococcique une action préventive. Aussi ont-ils 


32 


45% ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


recours à cette thérapeutique chez tous les grippés, dès que, 
dans les frottis d'expectoration, on peut déceler la présence du 
pneumocoque. Ils emploient le sérum antipneumococcique chez 
les grippés comme on utilise le sérum antitétanique chez les 
blessés. Ils estiment qu’en intervenant ainsi dès le début de ja 
grippe, on arrive à éviter les complications pulmonaires dues 
au pneumocoque. Le sérum antipneumococcique fera mer- 
veille si Les lésions pulmonaires ne sont pas encore déclarées. 
Si elles sont légères, les injections abortives donneront encore 
d'excellents résultats ; si le malade est en plein état de broncho- 
pneumonie double, le traitement sérique serait plus incertain 
comme résultat; quoique son action soit encore souvent très 
bonne et que la guérison ait élé obtenue « dans des cas consi- 
dérés comme désespérés ». 

L'action curative du sérum antipneumococcique, bien que 
plus discutée que son action préventive, n'en est pas moins 
manifeste. Nombreux sont les auteurs qui ont obtenu d'excel- 
lents résultats par son emploi dans des cas de congestion pul- 
monaire, ainsi qu'en lémoignent les observations adressées par 
MM. Dagincourt et Morel. M. Renon, comme MM. Dujardin- 
Beaumetz, Maumus, Pol Vassal, Perrin de Nancy, a observé 
des cas de pneumonie franche aiguë dans lesquels l'efficacité 
du sérum antipneumococcique à paru certaine. M. Lassance a 
traité, au moyen du sérum de M. Truche, 71 cas de cette même 
affection. Or il a eu à déplorer seulement 5 décès, chiffre qui 
lui a donné une proportion de décès inférieure sensiblement à 
celle de 12,9 pour 100 qu'il obtenait dans la pneumonie traitée 
par la médication habituelle. 

Le sérum semble avoir agi d’une façon indéniablement favo- 
rable sur l’évolution de ces 71 pneumonies, dont 10 auraient 
évolué en trois jours, 15 en quatre jours, 19 en cinq ou six jours 
et 10 en sept jours. 

À l'hôpital Sénégalais du camp de Fréjus, M. Blazy a traité 
107 pneumonies à l’aide du sérum antipneumococcique que lui 
avait envoyé l'Institut Pasteur de Paris; le nombre des décès a 
été de 18, soit de 16 p. 100, alors que, chez des pneumoniques 
traités antérieurement par d'autres moyens thérapeutiques, la 
mortalité s'était élevée pour une première série à 30 p. 100 et, 
pour une seconde série, à 32 p. 100. 
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Au cours de la bronchopneumonie grippale, les résultats que 
donne la sérothérapie antipneumococcique sont nettement 
moins favorables et nombreux sont les insuccès rapportés par 
nos confrères. Nous en avons nous-mème observé dans deux 
circonstances. M. Lassance, à l'hôpital Sainte-Marie de Belfort, 
a traité 8 bronchopneumonies au moyen du sérum antipneu- 
mococccique. L'action de ce dernier se serait montrée absolu- 
ment nulle; les injections de sérum n’ont pu empêcher la mort 
d'aucun des malades; elles n’ont même pas semblé exercer une 
action quelconque sur l'évolution de leur affection. M. Lassance 
conclut de ses constatations que le sérum agit surtout « quand 
la toxémie domine et très peu dans les cas de lésions pulmo- 
naires importantes par leur étendue et leur nombre ». Les 
résultats obtenus par d’autres confrères, tels que le D' Charles 
Odier et ceux qui nous ont été rapportés par le directeur du 
Laboratoire de sérothérapie de guerre, ne sont pas meilleurs. 

Toutefois, il est des cas de bronchopneumonie où le sérum 
antipneumococcique à une action indéniable et le D' Perrin de 
Nancy en a rapporté 11 observations qui se sont terminées par 
la guérison. 

Le sérum antipneumococcique exerce une action utile au 
cours de la pleurésie purulente dont il entraîne la bénignité, 
d'ordinaire. C’est ainsi que, des 8 pleurésies purulentes traitées 
par le D' Lassance, deux seulementse sont terminées par la mort. 
Chez deux malades observés, l’un par M°*° Raphaël et l'autre par 
le D' Thibaut, l'injection du sérum a été pratiquée dans la plèvre 
même après ponction. Dans les deux cas cette intervention a 
été suivie d'amélioration passagère et de thute de température; 
mais, devant la réapparition du liquide à l'intérieur de la plèvre, 
une intervention chirurgicale a été jugée nécessaire ; le sérum 
s’est enfin montré totalement inefficace dans les trois cas qui 
nous ont été rapportés de symptômes méningitiques au cours 
de la grippe; toujours la mort est survenue après un temps 
variable. 


Il est bien entendu que le sérum antipneumococcique est 
efficace non d’une façon générale contre la grippe, mais seule- 
ment contre les manifestations pneumococciques de Ta grippe. 
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Dans les complications de la grippe dues au streptocoque il ne 
peut, bien entendu, avoir d'action. Il serait donc désirable 
qu'on n'ait recours à la sérothérapie antipneumococcique que 
lorsque, du fait de l'hémoculture, de l'examen du suc pulmo- 
naire ou de la recherche du pneumocoque dans l'expectoralion, 
on a la certitude absolue qu'on a à lulter contre une alleclion 
à pneumocoque. 


Tous les auteurs qui ont eu recours aux injections sous- 
cutanées du sérum antipneumococcique de M. Truche sont una-. 
nimes à conclure qu'elles sont complètement inoffensives. Les 
observations que nous avons rapporlées suflisent à prouver 
combien souvent, par la voie sous-cutanée, Le sérum antipneu- 
mococcique s'est montré efficace dans les déterminations pneu- 
mococciques de la grippe. 

Toutefois, devant des insuccès, rencontrés pour la plupart dans 
des cas de bronchopneumonie, beaucoup d'auteurs ont pensé, 
avec MM. Joltrain et Bauffle, que la sérothérapie antipneu- 
mococcique constitue « une méthode sur laquelle on ne peut 
encore fonder de solides espérances ». Ils sont donc d'avis, 
ainsi que le conseille M. Renon, d’adjoindre au sérum anti- 
paeumococcique d’autres procédés de traitement, comme l'huile 
cam phrée à hautes doses, les injections de rhodium ou d'argent 
colloïdal, la digitale et les enveloppements humides du thorax. 

Il devient de la sorte, on le conçoit, particulièrement diffi- 
cile de faire la part exacte du sérum et celle des autres médi- 
calions dans les succès oblenus au cours des déterminations 
pneumococciques de la grippe. Ainsi s'explique que la plupart 
des auteurs qui nous ont adressé des observations ne formulent 
que des affirmations prudentes et réservées concernant l’action 
utile du sérum de M. Truche. 


Nous avons recherché si par la voie veineuse -nous n'’obtien- 
drions pas des résultals préférables à ceux qu'ont donnés aux 
auteurs précités les injections sous-cutanées de sérum anti- 
pneumococcique. Nous avons employé d'ordinaire d'emblée 
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20 cent. cubes, mais quelquefois seulement 10 cent. cubes de 
sérum anlipneumococcique. Ce dernier a loujours été dilué 
dans au moins dix fois son volume d’eau physiologique, de telle 
sorte que la quantité de liquide injecté élait de 100 à 200 cent. 
cubes. Il nous a paru nécessaire de faire pénétrer le sérum 
ainsi dilué, puis liédi au préalable, sous une pression faible et 
de régler la vitesse de l'écoulement de telle sorte qu'au moins 
durant les cinq premières minutes, régulière et sans à-coups, 
elle n'excède pas 10 cent. cubes à la minute, soit 200 cent. 
cubes en vingt minutes. 

Cette durée peut être réduite facilement à 1/4 d'heure à 
condition de n’augmenter la vitesse de l'injection qu'après un 
certain temps. Le point capital, nous a-t-il semblé, est que les 
premières gouttes de sérum pénètrent diluées etgoutte à goutte 
dans la veine. Tant par ce mode de pénétration du sérum dans 
la veine que par sa dilution, nous pensons établir chez nos 
malades une immunité antianaphylactique; celle-ci étant, 
comme l’a montré Besredka, acquise instantanément quand il 
s'agit de la voie veineuse. 

L'appareil dont nous nous sommes servi est conslitué par 
une ampoule ou allonge en verre de forme ovalaire contenant 
environ 250 ou 300 cent. cubes et graduée extérieurement de 
telle sorte que chaque division corresponde à 10 cent. cubes 
de liquide. 

Il est préférable que l'extrémité supérieure de l'ampoule qui 
doit être ouverte lors du fonctionnement de l'appareil, afin de 
permettre la pression de l’air sur le liquide, soit recourbée en 
col de cygne. 

A l'extrémité inféricure de l’ampoule est adapté un tube de 
caoutchouc long de 1*50 environ, terminé par une aiguille d’un 
calibre assez fort; nous nous servons d'habitude du type 
d'aiguille dit à ponction lombaire. On règle la rapidité d'écou- 
lement du sérum en élevant plus ou moins l’ampoule au- 
dessus du plan du lit, et mieux, à l’aide d’une pince à vis telle 
que celle dite « à lames parallèles et à charnière pour burette 


de Moh LOS 


En opérant de la sorte, nous n'avons jamais éprouvé d'action 


458 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


défavorable du fait de l'emploi par la voie veineuse du sérum 
antipneumococcique ‘de M. Truche. Jamais nous n'avons noté 
le moindre malaise durant l'injection, mais, au contraire, la 
plupart des malades ont accusé une sensation de bien-être et 
d’euphorie très caractéristique. Les accidents sériques ont été 
exceptionnels et, une seule fois, nous avons observé de l’urti- 
caire quatre Jours après l'injection. L'introduction par la voie 
veineuse du sérum antipneumococcique nous a permis 
d'obtenir un abaissement de la température plus marqué et 
plus brusque que la voie sous-cutanée. Cette action sur la tem- 
pérature à été obtenue non plus seulement à la suite de, la 
seconde piqûre, mais très rapidement dans les heures qui 
suivent la première, soit comme maximum au bout de trente- 
six ou quarante-nuit heures. Ce n’est qu'exceptionnellement, 
en dehors des cas de bronchopneumonie, que nous avons 
assisté à une recrudescence de la température, qui ne tardait 
du reste pas à tomber à nouveau sous l'influence d’une nou- 
velle injection intraveineuse de sérum. 

Constamment nous avons observé par celle voie une 
influence plus rapide sur le pouls qui, comme précédemment, 
est toujours tombé en même temps que la température descen- 
dait. Toutefois, dans les cas de grippe compliquée de pneu- 
monie à caractère particulièrement grave où nous sommes 
intervenu, il nous a semblé que l'influence du sérum intro- 
duit par la voie veineuse était manifeste sur le pouls avant que 
de l'être vis-à-vis de la température. Alors que celle-ci était 
encore à 39°5 ou 40°, déjà le pouls, moins dépressible et plus 
régulier, marquait 90 ou seulement 80. En même temps, l’aus- 
cultation dénoncçait un assourdissement moins prononcé des 
bruits du cœur, et à l’oscillomètre on notait une élévation de 
la tension artérielle en même temps qu'un plus grand écart 
entre les tensions maxima et minima. 

Parallèlement à cette dissociation du pouls et de la tempé- 
rature, nous avons noté une polyurie abondante et des sueurs 
profuses.-L'auscultation nous a permis de percevoir une atté-” 
nuation du souffle tubaire avec diminution de la dyspnée et de 
l'expectoration. Les râles crépitants devenaient d'ordinaire 
rapidement moins secs. Seule, la toux persistait quelquefois 
assez longtemps. 
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Nous avons traité au moyen du sérum antipneumococcique 
introduit par la voie veineuse 21 malades considérés comme 
atteints de grippe particulièrement grave, eu égard à l'élévation 
de la température, à la petitesse du pouls, à l’état général et, 
le plus ordinairement, à l’importance des signes stéthosco- 
piques. 

Quatre parmi ces malades, qui, avec de la fièvre et des réac- 
tions nerveuses accentuées, présentaient des symptômes de 
rhino-pharyngo-trachéite, ont reçu du sérum antipneumo- 
coccique à titre préventif, alors que nous n'étions averti de la 
participation du pneumocoque à l'infection que par sa présence 
dans l’expectoration. Nous n'avons constaté chez aucun de loca- 
lisations pulmonaires dans la suite et la maladie s’est constam- 
ment arrètée à cetle première phase de l'infection. 

Quatorze de nos malades étaient atteints de manifestations 
graves de la grippe sur l'appareil respiratoire dont nous avons 
pu le plus ordinairement, afin de n’agir qu’à bon escient, 
mettre en évidence la nature pneumococcique du fait d’un pré- 
lèvement au foyer même par ponction suivie d'examen du 
liquide puis de sa culture. 

Trois sujets présentaient des symptômes de congestion du 
poumon perceptibles aux deux bases, pour deux d’entre eux. 
Chez quatre autres l’auscultation révélait des signes de pneu- 
monie doubie. Ces sept malades se sont rétablis plus ou moins 
rapidement, mais complètement; la fièvre, qui, avant notre 
intervention, continuait à évoluer, malgré toutes les médica- 
tions, a cédé rapidement aux injections intraveineuses de 
sérum et ne s’est pas rallumée, de sorte qu’en aucun cas nous 
n'avons été contraint de renouveler les injections. 

La plupart des auteurs qui ont eu recours au sérum anti- 
pneumococcique introduit par la voie sous-cutanée déclarent 
avoir éprouvé des insuccès fréquents; nous l’avons vu, au 
cours de la bronchopneumonie grippale. Il nous a donc paru 
particulièrement intéressant d'essayer dans cette manifestation 
de la grippe l’action des injections intraveineuses. Nous avons 
pu suivre l’évolution de la bronchopneumonie chez 4 grippés 
qui présentaient à l’auscultation des petits foyers de broncho- 
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pneumonie disséminés dans les deux poumons. Or tous nos 
malades ont guéri. Ils gardèrent seulement, durant un temps 
assez long mais variable, une asthénie profonde, signature 
d'une infection sérieuse. 

Parfois la défervescence s'est effectuée brusquement comme 
dans la pneumonie et chez un de nos malades, en quarante-huit 
heures, la température est tombée de 40°6 à 36°6. Chez un 
autre le thermomètre, qui marquait le jour de la piqûre de 
sérum 40°4, n'indiquait plus le lendemain que 37°3. 

Une autre fois la défervescence s’est faite en lysis, n’attei- 
gnant la normale qu'après cinq jours. Notre dernier malade, 
enfin, n'a effectué de chute complète de température qu'après 
une troisième injection, et, six jours seulement après cette der- 
nière,le thermomètre ne s'élevait pas au-dessus de 37°%4. IT est 
à noter, que chez lrois de ces malades la ponction pulmonaire, 
pratiquée dans le but d’ensemencer le suc pulmonaire, a révélé 
la présence d’une inflammation pleurale avec épanchement 
Séreux. 

Nous avons observé deux malades qui présentaient des réac- 
tions du côté de la plèvre avec épanchement purulent. Cette 
complication, même quand elle relève du pneumocoque, com- 
porte toujours un pronostic grave. Ces deux pleurésies puru- 
lentes ont cependant évolué favorablement, mais tandis que 
l'une a nécessité une intervention chirurgicale, l’autre s’est 
terminée spontanément par simple résolution. 

Nous sommes intervenu dans un cas particulièrement grave 
de grippe au cours de laquelle étaient apparus des signes de 
méningite. La présence du pneumocoque ayant été décelée 
dans le liquide louche recueilli par ponction lombaire, nous 
avions pratiqué une injection du sérum antipneumococcique 
que nous répélions cinq Jours après. 

Devant le peu d'action de ces interventions sur les phéno- 
mènes méningés et sur la température qai restait au-dessus de 
39°, nous avons eu recours à la voie veineuse et à quarante- 
huit heures d'intervalle nous avons injecté par deux fois 
200 cent. cubes de sérum dilué. 

Dès le lendemain de l'injection intraveineuse, la raideur de la 
nuque et le signe de Kernig, très nets chez le malade, étaient à 
peine perceptibles. La céphalée avait presque totalementdisparu. 
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Nous avons traité en outre de ces malades deux autres sujets 
au moyen d'injections intraveineuses de sérum antipneumo- 
coccique, l'un sur sa demande et l’autre à la prière d’un de 
nos confrères. 

Ces malades, dont l'un avait été intoxiqué par les gaz et pré- 
sentait des symptômes de congestion pulmonaire et dont l’autre 
déjà âgé présentait l'aspect cyanotique caractéristique de 
l’ædème suraigu du poumon, ont succombé peu de temps après 
l'intervention qu'ils ont toutefois très bien supportée. 


Par l'étude des quelques grippés qu'il nous a été donné de 
suivre et par l'examen des multiples observations qui nous ont 
été fournies par nos confrères, nous nous croyons autorisé 
à affirmer que le sérum antipneumococeique de M. Truche est 
susceptible d'exercer une influence favorable sur l’évolution de 
l'infection grippale, et plus particulièrement de ses manifes- 
tations pneumococciques: Dans tous les cas où le pneumocoque 
est en jeu, son emploi est indiqué. 

Nous pensons en outre que la voie veineuse, qui constam- 
ment nous à donné des résultats meilleurs que la voie sous- 
cutanée, est susceptible de faire produire à l’anticorps spéci- 
fique son maximum d'effet utile. Elle constituerait ainsi une 
ressource thérapeutique précieuse. 


LE CONTROLE BACTÉRIOLOGIQUE ET HYGIÉNIQUE 


DES LAITS 
MÉTHODES EMPLOYÉES ET APPRÉCIATION DES RÉSULTATS 


par H. KUFFERATH, 


Docteur en Sciences, Ingénieur agricole (Gembloux), 
Chef de laboratoire à l'Institut Pasteur de Bruxelles, 
Chef du service microcopique et bactériologique 
au Laboratoire intercommunal de Bruxelles. 


(Travail du Laboratoire intercommunal de Chimie et de Bactériologie 
de l'Agglomération bruxelloise et de l'Institut Pasteur de Bruxelles.) 


‘ 


M. Delange, directeur du Laboratoire intercommunal de 
Bruxelles, a bien voulu nous charger d'étudier la question de 
l'analyse bactériologique du lait et d'établir la technique de 
celle analyse. Depuis bientôt quatre ans, celte question à fait 
l'objet de nos préoccupations constantes, et, comme les 
méthodes d'analyse bactériologique des laits ne sont pas encore 
appliquées d’une façon courante en Belgique, nous avons cru 
nécessaire el utile de consigner nos observations sur la matière. 
Nous ne pouvons évidemment espérer avoir résolu complète- 
ment le problème, mais, tels qu'ils sont, les résultats obtenus 
donnent toute satisfaction et permettent de se faire une idée 
assez parfaite de la valeur hygiénique et bactériologique d’un 
lait. Notre but est de préciser les méthodes de manière à fournir 
aux Laboraloires d'analyses un guide suffisamment complet 
pour arriver à une entente au sujet des procédés analytiques à 
mettre en-œuvre. Nous croyons par là même rendre service aux 
industriels laitiers qui trouveront dans l'analyse bactériologique 
un guide sûr pour leur industrie. Nous sommes arrivé à cette 
conviction grâce au fait d'avoir pu suivre, dans les vacheries du 
Département « Laiteries » de la Coopérative de Secours et 
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d'Alimentation de l’'Agglomération Bruxelloise (Comité natio- 
nal), le travail du lait (1). 

Nous estimons avantageux de faire connaître Les procédés 
d'analyse employés, car la chimie ne fournit qu'une partie des 
renseignements utiles sur le lait. Pour le médecin, pour 
l'hygiéniste, il est certainement utile de connaître la compo- 
sition du lait en matière grasse, la densité, le degré de mouil- 
lage, ete., mais la chimie ne peut indiquer ce que vaut le lait 
au point de vue de la santé du consommateur et de la salu- 
brité publique. Il est, en effet, indispensable de savoir si le lait 
renferme des germes pathogènes; s’il renferme de nombreux 
microbes qui, en effet, l’altèrent rapidement. Pour répondre à 
ces desiderata, la chimie est impuissante, seule la bactério- 
logie peut fournir un certain nombre de renseignements 
utiles. 

Les résultats de l'examen bactériologique et hygiénique du 
ait sont basés sur un certain nombre d'essais, que nous détail- 
lerons plus loin. Ce n’est, en général que l’ensemble de ces 
essais qui puisse donner un aperçu convenable de la valeur 
du lait. Or, il est important que le résultat de lanalyse soit 
promptement connu. Il y à, par suite, des méthodes de recher- 
ches à écarter, ce sont celles qui demandent trop de temps pour 
èlre manifestes. La pratique que nous avons pu acquérir de ces 
analyses nous à indiqué les méthodes à rejeter et celles à 
maintenir. Nous ne donnons dans la présente note que celles 
qui nous ont donné toule satisfaction, autant en ce qui con- 
cerne la rapidité que la précision des résultats, Il y aura lieu 
plus tard de les compléter et de les perfectionner. 

Les essais portent sur : la numération des germes sur 
gélose et gélatine, la quantité de leucocytes, l'épreuve de la 
catalase, l'épreuve de la réductase, la fermentation du lait 
à 37°C, la recherche des germes défavorables ou dangereux : 
B. coli, bacille tuberculeux, streptocoques, l'examen direct 
du lait et du dépôt de centrifugation, l'identification éventuelle 
de germes isolés. La plupart de ces méthodes ont été traitées 
dans le Précis de Bactériologie agricole et de Technique expé- 


(1) H. Kurrerarn, Le contrôle bactériologique des laits de là laiterie de 
Nérom. Bulletin mensuel de la Commission permanente du lait, 1916, vol. V 
p: 9-20. 
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rimentale de Lünxis, que nous avons traduit. Cela nous dispen- 
sera de donner des explicalions trop longues. Nous nous atta- 
cherons surtout à préciser certains points de détail et à exposer 
les méthodes d'évaluation des résultats. 


NUMÉRATION DES GERMES SUR GÉLOSE. 


Nous nous contenterons de faire des dilutions de 1/10 et 
d'environ 1/600 à 1/1.000. Exceptionnellement, pour les laits 
vendus comme stérilisés ou pasteurisés, nous ensemençons : 
4 cent. cube de lait, ces laits ne renfermant que quelques 
germes par centimètre cube, s'ils ne sont pas stériles. Pour les 
laits ordinaires du commerce, il faut faire des dilutions plus 
fortes : 1/10.000 à 1/100.000 au moins. 

On fait les numérations en plaques de Petri où l’on coule 
la gélose ordinaire au bouillon, d'usage courant dans tous les 
laboratoires bactériologiques. Nous n'avons pas employé Jjus- 
qu'ici la gélose au petit-lait, nous pensons que ce n'est pas 
nécessaire. | 

Quand la gélose est figée, on place les plaques de Petri retour- 
nées à l’étuve à 37-38°C pendant trois jours; chaque jour, on 
fait la numération des germes qui ont-poussé; on note dans le 
protocole d'analyse le nombre de germes ayant poussé après 
trois jours, ainsi que le nombre d'espèces différentes de germes 
qui se sont développés en culture. Un examen microscopique et 
l'isolement des colonies microbiennes peuvent compléter ces 
indications; mais on peut se passer de faire ces recherches qui 
demandent du temps et qui ne fournissent pas des renseigne- 
ments suffisants dans la grande majorité des cas. La détermi- 
nation du nombre d'espèces de germes se fait aisément par 
l'examen microscopique des colonies. Les laits stérilisés et pas- 
teurisés ne doivent renfermer qu'une ou deux espèces de 
sermes, Ceux-ci sont généralement sporulés. On constate sou- 
vent dans ces lails la présence de diverses races de Bac. subtilis 
et des variétés du Bac. mesentericus. Les laits crus aseptiques 
ne doivent renfermer qu'un petit nombre de germes, ces germes 
étant d'espèces variées, de quatre à six souvent. Dans les laits 
crus aseptiques mal traités, dans les laits éommerciaux, il arrive 
souvent qu'il y ait de nombreuses colonies d’une espèce domi- 
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nante, ce caractère est défavorable. Il en est de même si le 
nombre d'espèces est exagéré et dépasse six à sept sortes. 

Le procédé de numération des colonies ayant poussé sur 
gélose à 37°C ne représente pas le nombre réel de germes 
se trouvant dans le lait. Il est de règle générale que les 
nombres de microbes sur gélose sont moindres que ceux sur 
gélatine. Si l’on se base, comme nous le faisons, sur les numé- 
rations sur gélose au bouillon pour évaluer le nombre de 
germes d’un lait, on commet certainement une erreur en attri- 
buani au chiffre trouvé une valeur absolue. En pratique, ces 
numéralions, inférieures à la réalité, constituent un avantage 
pour ceux qui se soumettent au contrôle bactério!ogique. 
Lorsque le bactériologiste condamne douce un lait parce qu'il 
renferme un nombre trop élevé de germes, c’est en toute con- 
naissance de cause et avec pleine assurance. Nous avons pro- 
posé (1) pour les laits crus asepliques un maximun de 
50.000 germes par centimètre cube. Nos analyses, à Nérom, 
nous ont démontré que ce maximuin toléré est parfaitement 
compatible avec les conditions de traite scientifique réalisables 
dans la pratique. Nous proposons également de fixer, pour les 
laits stérilisés, pasteurisés, les laits destinés aux nourrissons, 
un maximum de 50.000 germes par centimètre cube. Les 
limites ainsi fixées sont suffisamment étendues pour ne pas 
entraver le commerce des laitiers consciencieux, commerce qui 
doit au contraire être protégé et garanti pour l'excellence de la 
marchandise fournie. 


NUMÉRATIONS SUR GÉLATINE. 


Elles se font d’après les mêmes principes et la mème 
technique que pour les cultures sur gélose Nous trouvons 
avantage à utiliser pour ces cultures des plaques de Petri de 
erand modèle, de 12 et 15 centimètres de diamètre, au lieu 
des plaques ordinaires de 10 centimètres de diamètre. La quan- 
tité de gélatine nécessaire par plaque est de 10 cent. cubes 
environ. 


(1) H. Kurrerarg, Enquête bactériologique sur les laits crus aseptiques 
débités à Bruxelles. Annales de Gembloux, août 1914; Bullelin de la Commis- 
sion permanente «du lœit, 1916, vol. V, p. 4-9. 
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On note le nombre des colonies et le nombre de jours après 
lesquels la numération a été faite. On tient compte aussi 
du nombre d'espèces de germes, de leur nature (bacilles fluo- 
rescents, moisissures, levures), accessoirement du nombre de 
microbes liquéfiants, bien que cette dernière donnée n'ait pas 
grand äntérêt pour le contrôle bactériologique. 

Les numérations sur gélatine serviront de contrôle pour les 
numérations sur gélose. Elles ont l'inconvénient d’être lentes, 
les résultats de culture ne pouvant être obtenus qu'après une 
dizaine de jours. Nous avons vu qu'en trois jours, les résul- 
tats des cultures sur gélose à 37° élaient acquis. Un autre 
inconvénient des cultures sur gélatine est le développement 
des microbes liquéfiants qui, en s'étendant, peuvent empêcher 
toute numération. Souvent on observe que sur gélatine le 
nombre d'espèces cultivées est plus grand que sur gélose. 
Les remarques présentées ci-dessus au ‘sujet du nombre 
d'espèces de germes sur gélose sont valables pour les cultures 
sur gélatine. La présence du Bacille fuorescens liquefaciens, 
d'espèces chromogènes telles que Bact. prodigiosum, Bact. vio- 
laceum, elc., est considérée comme un facteur défavorable à 
cause des aitérations que ces microbes peuvent produire dans 
le lait (lait rouge, violet, bleu, etc.) s'ils sont trop abondants. 


RECHERCHE DES LEUCOCYTES. 


Cette recherche est des plus importantes. Nous l'avons intro- 
duite systématiquement dans le contrôle des Vacheries du 
Comité National de l’Agglomération bruxelloise, où elle nous 
a donné les renseignements les plus précieux pour le contrôle 
du bon fonctionnement du pis. Normalement, le lait ne ren- 
ferme qu'un petit nombre de leucocytes : environ 0,1 à 
0,5 p. 1.000. Dès qu'il se produit une inflammation dans le pis 
(Mammite streptococcique, le plus souvent) le nombre des 
leucocytes augmente. Quand il y a 1 à 2 p. 1.000 de leucocytes 
dans le dépôt obtenu par centrifugation dans un tube spécial 
tel que celui de Trommsdorff (1), le lait est suspect, la vache 
qui le produit doit être isolée et examinée par le vétérinaire. 


(1) Voir Lôüumis, Précis de Bactériologie agricole et de Technique expéri- 
mentale (traduit par H. Kufferath). Lamertin., Bruxelles, 1912 p. 78. 
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À différentes reprises, nous avons ainsi pu, grâce à la recherche 
des leucocytes, signaler des mammites au début, qui furent 
facilement traitées et enrayées. Lorsque le dépôt leucocytaire 
est important, l'examen numérique du dépôt doit toujours être 
complété par l'examen microscopique. Pour cela, on prélève 
avec une pipette de verre le dépôt, que l’on étale sur une lame 
de verre. Après fixation de la préparation, on colore comme 
pour la recherche du bacille tuberculeux par coloration à la 
fuchsine phéniquée (1), décoloration à l'acide nitrique à 
25 p. 100 et à l'alcool, puis coloration au bleu de méthylène 
phéniqué (1). 

On peut simplifier le mode de décoloration, en plongeant les 
préparations colorées à la fuchsine dans de l'alcool acide 
(100 parties d'alcool ordinaire et 3 parties d'acide chlorhy- 
drique concentré), puis en colorant au bleu de méthylène après 
lavage à l'eau. La méthode de recherche du bacille tubereu- 
leux d’après Ja technique du D' Herman est aussi excellente. 

Les préparations colorées seront examinées et l’on y recher- 
chera le bacille tuberculeux, le streptocoque pyogène et les 
autres espèces pathogènes. 

L'inoculation aux cobayes sera faite dans les cas douteux ou 
intéressants. La présence de germes pathogènes indiquera au 
laitier qu'il doit écarter le lait dangereux de la consammation. 
Ce lait ne pourra, dans aucun cas, servir à l'alimentation 
humaine. Aussi comprend-on la nécessité et l'utilité de la 
recherche des leucocytes. Des tubes de Trommsdortf sont cali- 
brés pour 10 cent. cubes de lait. Ce modèle présente des incon- 
vénients, il est très fragile. Nous avons fait connaître {2) un 
nouveau modèle de tubes pour leucocytes qui est d'emploi plus 
pratique. Un inconvénient des tubes de Trommsdorff est que la 
lecture du dépôt n’est pas toujours aisée. Nous en reparlerons 
plus tard. Malgré ses imperfections et ses petits défauts, la 
technique de la recherche des leucocytes par la méthode de 
Trommsdorff mérite d'être plus connue et plus utilisée qu'elle 
ne l’a été Jusqu'ici. Le contrôle vétérinaire en tirera des ensei- 


(1) Pour la composition de ces colorants consultez les notes que nous 
avons ajoutées dans l'ouvrage cité de Lühnis, aux pages 158 et 159. 

(2) À propos de la recherche des leucocytes dans le lait. Ces Annales, 
L. XXIIT, p. 420-424, juin 1919. 
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gnements précis. Il arrive parfois que le dépôt leucocytaire 
présente une teinte rouge, due à la présence de sang dans le 
lait, soit à cause de la rupture d’un vaisseau sanguin, soit par 
des lésions traumatiques graves. La présence de sang dans le 
lait est un caractère défavorable. On notera aussi le degré de 
saleté du lait. Certains laits commerciaux donnent un dépôt 
boueux verdàtre indiquant l'absence de tout soin à la traite. 


Essai DE LA CATALASE (1). 


Pour faire cet essai, on ajoute à 15 cent. cubes de lait 
5 cent. cubes d’eau oxygénée à 1 ou 2 p. 100. De nombreux 
appareils plus ou moins compliqués ont été proposés. Ils ne 
sont pas pratiques pour des recherches suivies et nombreuses. 
Nous avons adopté au Laboratoire intercommunal un dispo- 
sitif simple qui donne toute satisfaction. On met 15 cent. cubes 
de lait à essayer dans un tube à centrifuge de 2 centimètres de 
diamètre. Ce tube est placé dans une étagère adéquate en bois 
ou en métal immergée dans de l’eau. 

On y ajoute 5 cent. cubes d'eau oxygénée et l’on ferme 
immédiatement avec un bouchon en caoutchouc muni d'un 
tube en S plongeant sous l’eau par une de ses extrémités sur 
laquelle on place un tube à essai ordinaire rempli d’eau. On 
peut graduer soi-même le tube à essai en centimètres cubes. 

L'oxygène dégagé par la réaction s'accumule dans le tube 
à essai, on note après deux heures et après vingt-quatre heures 
la quantité d'oxygène dégagé à la température de 18-20°C. 

Pour les laits crus aseptiques et les laits ordinaires, le déga- 
gement d'oxygène ne doit pas dépasser 3,5 cent. cubes (après 
deux à trois heures le plus souvent, il n°y a aucun dégagement 
d'oxygène). Îl y a des laits, surtout le lait colostral, les laits 
infectieux (mammites) et les laits riches en microbes qui don- 
nent un dégagement plus abondant de gaz. C'est un caractère 
défavorable dont il faut tenir compte dans l'appréciation de la 
valeur d’un lait. Les laits pasteurisés et stérilisés ne doivent 
pas donner la réaction de la catalase. S'ils la donnent, c'est que 
la pasteurisation et la stérilisation ne sont pas effectives ou 
qu'il y a développement abondant de microbes par suite de 


(1) Voir l'ouvrage de Lôünanis déjà cité. 
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mauvaise conservation du lait. Dans les deux cas, le lait sera 
déclaré non conforme aux indications commerciales fournies 
par les laitiers. 


RECHERCHE DU B. COLI ET DES MICROBES PATHOGÈNES. 


Nous avons déjà indiqué que l'on recherche le bacille tuber- 
culeux, le streptocoque par examen microscopique du dépôt de 
centrifugation. La présence de ces germes dangereux et mor- 
tels fera condamner le lait et en interdire la vente, pour raison 
de salubrité publique. 

La recherche du B. coli a aussi son importance. On sait 
que ce microbe se trouve dans les intestins et les excréments 
des animaux et de l'homme. C’est un microbe banal qui peut 
devenir virulent et dangereux pour la santé. Il y à donc lieu 
de le rechercher ; d'autant plus les essais minulieux que nous 
avons personnellement faits dans les vacheries du Comité 
national à Nérom et à Boitsfort indiquent qu'on ne trouve 
jamais de B. coli dans les laits traits proprement. Cest à 
ce litre que la recherche du B. coli nous a servi à apprécier 
la propreté de la traite et à contrôler le travail du personnel 
chargé de la traite. Un lait cru aseptique bien récolté ne doit 
pas renfermer le B. coli, aussi la présence de ce microbe 
doit-elle être considérée comme défavorable, le lait étant des- 
tiné à être utilisé directement par les enfants et les malades. 
À plus forle raison ne doit-on pas trouver de B. coli dans 
les laits stérilisés et pasteurisés. Pour les laits ordinaires, la 
présence de B. coli est également défavorable. Le nombre 
des B. coli a évidemment une importance, mais on ne pos- 
sède pas actuellement de méthode suffisamment pratique el 
commode pour ce genre de numération. Le B. coli produit 
la fermentation du lactose. Nous admettons que les laits mis 
à 37°C qui ne donnent pas de production de bulles gazeuses, 
tout en renfermant du B. coli, ne sont que faiblement con- 
taminés. Il y a par suite lieu de tenir compte de ces constala- 
tions. Rappelons que, dans les analyses. d'eau, le B. coli est 
considéré comme indice grave de pollution de la nappe aquifère 
et suffit pour l’écarter de la consommation humaine, ou du 
moins à rendre l'eau suspecte. 
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Nous avons donné la méthode de recherche du B. coli 
dans les eaux (1) et dans le lait (2), nous n'avons rien à ajouter 
aux indications que nous avons fournies à ce sujet. 

Nous avons examiné jusqu’à maintenant les quatre recher- 
ches les plus importantes pour l'analyse des laits. Elles sont 
complétées par des essais de moindre valeur absolue, mais qui 
pourtant fournissent rapidement quelques renseignements 


_imporlants relatifs aux qualités hvgiéniques et bactériolo- 


giques du lait, Ces recherches sont celles de la réductase, de la 
fermentation, l'examen des préparations directes et l’identifi- 
tation des germes. 


ÉPREUVE DE LA RÉDUCTASE. 


Le principe de cetle épreuve a été indiqué par le grand 


-savant francais Duclaux. Il consiste à ajouter à une quantité 


connue de lait (20 cent. cubes) une substance colorante qui se 


- réduit facilement. 


à 


Depuis les expériences de Jensen, on préfère utiliser le bleu 
de méthylène. 

La solution de bleu de méthylène qne nous employons est 
composée comme suil : 


Bleu de méthylène "NE 1 gramme. 
Alcoolabeditin. 12, ONCE a MO iGeRt IEUDEeS: 
BAUMISHNÉEe A. D NT RS . . . 99-cent. cubes: 


On verse, au moyen d'un flacon compte-gouttes, V gouttes de 
la solution bleue dans un tube stérile bouché à l’ouate. On 
y ajoute ensuite stérilement 20 cent. cubes du lait à évaporer. 

Le mélange se fail ainsi très facilement, beaucoup mieux 
que si l’on met d'abord le lait dans le tube et qu'on v verse 


“ensuite le bleu. On marque à l'aide d'un crayon à écrire sur le 


verre Ja hauteur du liquide dans le tube, que l'on plonge dans 


x 


“un bain-marie chauffé à 45° environ. 


Les laits stérilisés, pasteurisés, les laits crus aseptiques 
parfails, me réduisent pas le bleu ou. s'ils le réduisent, c'est 


(1) Voir Lünms. Ouvrage cité, p. 87, note. 
2) FI. Kurkrnatu, Enquête bactériologique sur les laits crus asepliques 


débilés à Bruxelles. Ouvrage cité. 
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après plusieurs jours (de six à quinze jours). Les laits de qualité 
moimdre réduisent beaucoup plus vite le bleu, d'autant plus 
vite qu'ils sont plus manvais. 

D'après. Jensen, le lait est : 

De qualité très mauvaise quand il réduit le bleu en moins 
d'un quart d'heure ; 

De qualité mauvaise quand il réduit le bleu en un quart 
d'heure à deux heures ; 

De qualité moyenne quand il réduit le bleu en deux à six 
heures ; 

De qualité bonne quand il réduit le bleu après six heures. 

Nous ne voyons pas d'inconvénient à suivre ces ‘données qui 
sont consacrées par la pratique. Nos essais nous permettent 
de compléter ce tableau, d'apprécier et de déclarer le lait : 

De qualité très bonne quand il réduit le bleu après vingl- 
quatre heures; 

De qualité irréprochable, quand il réduit le bleu après cinq 
à six jours ou plus. 

L'étude des phénomènes qui se produisent lors de la réduc- 
tion du bleu de méthylène par le lait est peu avancée. Les 
quelques remarques suivantes permettront de se faire une idée 
des avantages à retirer de ce mode de recherche. 

Dans quelques cas, nous avons observé une fermentalion 
tumultueuse, la production de bulles gazeuses : ce caractère 
est défavorable et doit faire diminuer la valeur du lait. 

Un phénomène que nous n'avons trouvé signalé nulle part 
est celui de la coagulation qui suit après un temps plus ou 
moins long Ja décoloration du bleu de méthylène. L'aspect du 
caillot donne des indications suivant qu'il est déposé, compact, 
solide, gélatineux, grenu, dilacéré. Dans les daits mauvais, le 
caitlot, percé de trous nombreux, forme un bouchon qui vient 
flotter à la surface du liquide. 

La graisse du lait se comporte à l'égard du bleu de méthy- 
lène autrement.que le reste du Huit. Au début elle se décolore 
devient blanche. Plus tard, quand le lait est décoloré, an 
remarque que la graisse se colore en blewet reste colorée. Elle 
se comporte donc tout différemment que le lait dépourvu de 
graisse. La nranière dont le lait se décolore varie très fort. 

Pour les laits très mauvais, on voil la masse entière du 
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liquide pâlir et devenir blanche. La décoloration se fait autre- 
ment dans les laits de meilleure qualité. Suivant les cas, la 
décoloration commence par le bas (c’est le cas le plus général), 
par le haut ou aux deux extrémités de la colonne liquide. 

Rarement on voit le lait se décolorer au inilieu ou sillonné 
de stries blanches qui s'étendent petit à petit. Normalement la 
décoloration, commencée en un point, se poursuit de proche en 
proche et finit par intéresser toute la masse du liquide. C'est à 
ce moment que nous notons que la décoloration est complète, 
que le phénomène de la réduction est achevé. C'est un des 
moments cardinaux de l’action de la réductase. À partir de ce 
moment, le lait reste blanc (sauf la couche de graisse, dont on 
ne tiendra pas compte bien qu'elle soit bleue); il reste liquide 
pendant un temps variable, puis il coagule. Un mauvais lait 
coagule rapidement, un bon lait CAE lentement. L'aspect 
du one formé donne des indications sur la marche normale 
ou anormale de la coagulation. 

Enfin, pour terminer ce qui est relatif à l'élude des phéno 
mènes Us à l'action de la réductase, signalons qu'il se 
forme une quantité plus ou moins re de sérum. 
Ce sérum est incolore, limpide; dans certaines circonstances 
que nous nous proposons d'étudier, le sérum, tout en restant 
limpide, prend une teinte bleue plus ou moins intense, tandis 
que le caillot de caséine reste blanc. 

La quantité de sérum produite varie suivant le mode de 
traitement du lait. Alors que, pour les laits ordinaires crus 
aseptiques, la quantité de sérum est de 14 à 19 cent. cubes 
pour 20 cent. cubes de lait, on observe couramment que les 
laits pasteurisés et stérilisés convenablement donnent des quan- 
tiltés bien inférieures de sérum (moins de 10 cent. cubes, 
souvent de 3 à 5 cent. cubes. Pour mesurer la quantité de 
sérum, on rétablit avec de l'eau le niveau indiqué au crayon 
à marquer le verre el l'on mesure dans une éprouvette graduée 
la quantité de sérum qui s'écoule. On pourrait évidemment 
opérer autrement, en pipettant le sérum. Mais dans la pratique 
courante, si l'on a de nombreux essais à examiner, on peut se 
passer de cette technique plus parfaite. Il est donc possible 
de constater par la quantité de sérum produite si un lait a été 
chautfé suffisamment ou non. C'est là un renseignement qui 
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peut être ulile à comparer avec ceux que fournissent la cata- 
lase, la fermentation, l'examen des plaques de culture et l'étude 
des germes du lait. Il ne faut donc pas le dédaigner, car il 
apporte un indice de plus d'une opération subie par le lait. 


FERMENTATION DU LAIT A 34°C. 


Lühnis (ouvrage cité, page 83) signale une épreuve de fer- 
mentalion faite à 40°. Il donne quelques indications sur les 
essais. L'expérience nous à enseigné qu'il n'est pas nécessaire 
d'employer le dispositif déerit par Lühnis et que l'on peut 
beaucoup simplifier la technique. Il suffit de proséder comme 
suit : on introduit à l’aide d'une pipette stérile 20 cent. cubes 
du lait à examiner dans un tube à essai stérile que l’on place à 
l'étuve bactériologique à 37°C. La coagulation se fait plus ou 
moins rapidement. Voyons ce qu'il en est, sans nous occuper 
pour le moment de la manière dont se fait la coagulation. Les 
laits stérilisés, pasteurisés, les laits crus aseptiques irrépro- 
chables, coagulent lentement, après quarante-huit heures ou 
plus; parfois, on n’observe pas de coagulation. Les laits de 
mauvaise qualité coagulent en six à neuf heures, parfois plus 
rapidement. Les laits de qualité moyenne coagulent environ 
en vingt-quatre heures (vingt à vingt-neuf heures). Ces données 
sont fournies pour préciser Les idées. 

L'aspect du caillot formé varie suivant diverses circon- 
stances. Les bons laits coagulent d'une façon homogène, le 
caillot est gélatineux, plus ou moins consistant, Au contraire, 
les mauvais laits présentent un caillot dilacéré, déchiré, plus 
où moins abondant, souvent il y a production de bulles gazeuses 
(présence du B. coli, du bacille aérogène,. de certaines 
variétés de Bacillus subtilis produisant des odeurs de fromage). 
Entre ces deux extrèmes, il y a de nombreuses transitions, la 
description de l'aspect du.caillot formé peut certes faire l'objet 
d'une étude intéressante. Mais en nous tenant au point de vue 
pratique de l'analyse, nous proposons de distinguer Les caillots 
homogènes, les caillots dilacérés et les caillots que nous appe- 
lons moyens, qui ne sont ni homogènes ni dilacérés. La pré- 
sence de bulles gazeuses, une fermentation tumultueuse sont 
des caractères péjoratifs. On observe parfois que des caillots 
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homogènes présentent quelques bulles gazeuses disséminées, 
ces bulles en remontant le long des parois du caillot produisent 
de faibles dépressions, c'est ce que nous appelons : caiïllots 
homogènes ravinés. 

L'odeur produite par suite de la fermentation peut donner 
quelques indices sur la nature des ferments qui sont inter- 
venus. Nous avons observé des laits fermentés à odeur lac- 
tique, éthérée, fécaloïde, butyrique, ete. Il est intéressant de 
noter ces caractères. Si l’on a Le temps, la réaction finale, acide, 
alcaline du lait fermenté sera enregistrée. On pourra la com- 
pléter par l'étude des germes, cause de ces fermentations anor- 
males ; mais cette étude rentre plus particulièrement dans la 
catégorie des recherches scientifiques. 

La production de bulles gazeuses est due à divers microbes 
parmi lesquels les plus fréquents sont les B. coli et le 
bacillé aérogène. L'étude du lait fermenté à 37° complétera 
celle de la recherche du Bact. coli. Nous avons observé que le 
B. coli déterminant la coagulation du lait produit souvent 
la formation d'un caillot dilacéré et de bulles gazeuses. L'odeur 
fécaloïde des cultures (spécialement en eau peptonée) où le 
Bact. coli s'est multiplié est un indice supplémentaire que l'on 
n'oubliera pas de signaler. 


ÉTUDE DES PRÉPARATIONS COLORÉES. 


Voici comment nous procédons pour réaliser ces prépara- 
tions : avec une pipette stérile, on prélève 1/29° cent. cube de 
lait que l'on étale sur une lame de verre porte-objet (format 
anglais). On dessèche à la chaleur, à 100°, dans une étuve 
sèche, par exemple; on laisse refroidir, puis on colore à froid 
au bleu de méthiylène phéniqué. On lave prudemmrent à l’eau 
pour ne pas enlever la pellicule de lait, on sèche et l'on 
examine à l'immersion sous une couche d'huile de cèdre. Pour 
conserver la préparation, on la nettoie au xylol et on la con- 
serve sèche. à l'abri de la lumière. 

On recherche le nombre de leucocytes et de nricrobes ainsi 
que leur forme (diplocoques, bacilles, coccus divers, levures, 
moisissures, etc.). On tiendra compte de ces diverses indica- 
üons. Les microbes qui se sont développés dans le lait se colo- 
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rent en bleu noir. Nous avons pu faire une remarque intéres- 
sante qui nous paraît assez générale au sujet des laits stérilisés. 

Pour ces laits, les microbes tués ne se colorent pas en bleu ; 
par ia technique que nous suivons, ils apparaissent brillants 
comme ceux que l'on voit dans les préparations faites à l'encre 
de Chine. Ces microbes ont été tués, leur colorabalité est modi- 
liée. On arrive ainsi à se rendre compte si le lait avant stérili- 
sation renlermait beaueoup ou peu de germes. Lorsque les: 
microbes poussent dans un lait stérilisé, ils se colorent, leur 
abondarce est alors un signe défavorable. Dans ces cas, on ne 
constate souvent qu'une seule espèce de germes vivants. Ces 
constalalions corroboreront celles des Rae sur gélose et sur 
gélatine. Le lait homogénéisé présente un aspect. particulier, 
dù au traitement spécial qu'il a subi. Le lait apparaît au 
microscope comme formé d’une infinité de petites bulles placées 
côte à côte. La recherche des microbes dans ces laits n’est pas 
toujours aisée. 

Les laits crus aseptiques, les laits fraîchement traits ne 
montrent en préparalion directe que de très rares microbes; 
parfois, on n'en trouve pas du tout. 

Il n'y a pas d'autres indications particulières que celles que 
nous avons données au sujet de l’examen de préparation du 
dépôt leucocytaire. On recherche dans ce dépôt les strepto- 
coques, le bacille tuberculeux. On note les autres germes 
observés comme indications. 

Il est parfois intéressant de faire des Préparalions colorées 
des laits après fermentation à 37°C. 

On notera, cela va de soi, la présence de microbes patho- 
gènes, reconnaissables à leur forme (streptocoques pyogènes, 
bacille tuberculeux, etc.) 


IDENTIFICATION DES GERMES. 


Il ne s’agit évidemment pas d'identifier tous les germes que 
l'on peut trouver dans un lait. Cela représente un travail très 
laborieux dont le résultat n’est pas en rapport, en général, avec 
la peine qu'il coûte. Nous comprenons, sous le terme d’identifi- 
cation, la réunion des renseignements obtenus sur les microbes, 
par l'étude courante du lait que nous pratiquons. 
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Les laits stérilisés ou pasteurisés parfaits ne renferment pas 
de germes ou seulement des microbes sporulés. On constate 
la présence de ces germes dans les préparations colorées, sur- 
tout dans celles du lait après fermentations dans les cultures 
(colonies de Bact. mesentericus, Bact. subtilis). On constate 
très fréquemment l'existence de microbes sporulés sur la 
gélose minérale lactosée employée pour la recherche du coli- 
bacille. Sur ce milieu, en effet, les microbes produisent facile- 
ment leurs spores. L'existence de moisissures et de levures 
dans les laits stérilisés ou pasteurisés indique que le chauffage 
a été mal fait ou l'existence de contaminations postérieures au 
chauffage du lait; ces organismes sont, on le sait, tués à des 
températures de 50 à 55°C; c’est pour cela que l’on considère 
comme défavorable leur présence facile à reconnaître en cul- 
ture. Est aussi considéré comme mauvais, le fait de trouver 
dans un lait pasteurisé ou stérilisé plus de trois sortes de 
germes non sporulés. 

Les laits crus aseptiques et les laits ordinaires ont une flore 
plus variée que les laits précédents, on leur tolérera la pré- 
sence de six sortes de germes. On considérera comme défavo- 
rable la présence dans les cultures de microbes chromogènes 
en abondance, celle du Bact. fluorescens liquefaciens ou l'abon- 
dance de moisissures ou de levures. Si l’on ne constate qu'une 
seule sorte de microbes ou un petit nombre d'espèces en grande 
abondance, on en tirera la conclusion d’une pullulation, indice 
d’une mauvaise conservation du lait. La présence des germes 
pathogènes fera évidemment condamner le lait à un point de 
vue hygiénique. 


APPRÉCIATION DE LA VALEUR DU LAIT. 


Elle résulte de l'ensemble des constatations esquissées ci- 
dessus. Elle variera suivant les catégories de laits. Pour fixer 
les idées et pour amener une unité désirable dans l’apprécia- 
tion des analyses bactériologiques et hygiéniques, nous pro- 
posons de donner des points à chaque sorte de recherches. 

Nous attribuons : 30 points à chacune des recherches prin- 
cipales : Numération sur gélose. Recherche des leucocytes. 
Catalase. Recherche du B. coli; 10 points à l'épreuve de la 
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réductase ; 10 points à la fermentation à 37°; 5 points à l'examen 
des préparations colorées et 5 points à l'identification des 
sermes, soit un total de 150 points. Pour chaque catégorie 
de lait, l'échelle d'appréciation varie, ainsi que l'indique le 


tableau suivant : 


| LAITS STÉRILISÉS 


CATÉGORIE DE LAIT de 
el pasteurisés 


Maximum 150 points. 

Analyse favorable . . de plus 130 
—MimédIiocre de 120 à 130 
— défavorable .| moins de 120 


LAITS CRUS 


aseptiques 


150 points. 

plus de 130 

de 145*à1130 
moins de 115 


LAITS ORDINAIRES 


150 points. 

plus de 115 
de 100 à 115 
moins de 100 


Les bases d'appréciation pour l'évaluation de chaque essai 


sont données ci-dessous : 


Numéralion par culture. — Maximum 30 points. 


À. Pour les laits stérilisés et pasteurisés, cultures sur gélose 


à 31°, après trois Jours : 


De 0 à 100 germes par cent. cube . 


De 100 à 200 — — 
De 200 à 500 — — 
De SOUARM OODU — 
DEMAOOD ESA OUI — 
De 5 000 à 30.000 — — 
De 30.000 à 50.000 — — 
Plus de 50.000 — — 


30 points. 


B. Pour les laits crus aseptiques, cultures sur gélose 37, 


après 3 Jours : 


De 0 à 1.000 germes par cent. 


De 41.000 à: 3.000 — — 
De 3.000 à 10.000 — en 
De 10.000 à 25.000 — == 
De 25.000 à 40.000 — É —_— 
De 40.000 à 50.000 :- — — 
De 50.000 à 100.000 — Le 

Plus de 100.000 — — 


30 points. 
28 — 
20 
D — 
22 — 
AD — 


0 — 
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C. Pour les laits ordinaires, cullures sur gélose 37°, après 


trois Jours : 


Moins de 10.000 germes par cent. cube. . . 


De 10.000 à 50.000 — — 
De 50.000 à 100.000 — — 
De 100.000 à 500.000 — — 
De 500.000 à 2.000.000 — == 
De 2.000.000 à 10.000.000 — — 

Plus de 10.000.000 — — 


Recherche des leucocytes. — Maximum : 30 points. 


Pour toutes les catégories de laits : 


Der, Sport LEOPRESORAEMENURS CLS EME NE 
De 0,6 à 0,9 2 MN UE 5! HE Eat 
Deu1,,0:à.1,5 PER ER Re SEE RES TRE 

2,0 2 L'bteies SOUPER SR 0 | 
Plus de 2,0 — RE I LT RTE CAEN 


De 1,6 à 


30 points. 


21 


points. 


S'il y a du sang dans le dépôt, déduire 20 points du total 


général. 


Becherche de la catalase. — Maximum : 30 points. 


A. Pour les laits crus aseptiques et les laits ordinaires : 


De 0,0 à 3,5 cent. cube d'oxygène en 2 heures. . 
De 3,5 à 4.0 — -— — 
De 4,0 à 5,0 — — — 
Plus de 5.0 — — — 


B. Pour les laits stérilisés et pasteurisés : 


0 cent. cube d'oxygène en 2 heures. . . 
De 0,0 à 2,0 — Æ ms 
Plus de 2,0 _ er s 


15 


() 


30 points 


30 points. 


15 
0 


Recherche du colibacille et des germes pathogènes. — 


Maximum : 30 points (pour tous les laits). 


AibsencetduiColDacillen te em CN me. 
Présence du colibacille en abondance . . . . . . . . 
Présence du colibacille en absence de bulles de gaz à 


lessaitae fermentation à3170C: 7. AMIENS 


30 points 


0 


15 


Sil y æ des microbes pathogènes (streptocoques, bacilles 
tuberculeux, etc.) déduire 50 points du total général. 


Epreuve de la réductase, — Maximum : 10 points (pour tous 
les laits) comprenant 5 points attribués à la réduetion et 


CONTROLE BACTÉRIOLOGIQUE ET HYGIÉNIQUE DES LAITS 479 


5 points à la rapidité de coagulation (voir ci-dessous à l'essai 
de fermentation pour les points à attribuer suivant le temps de 


coagulation). On caleule ces temps à partir du moment où le 
lait est complètement réduit. 


Vitesse de réduction : 


Réduit après plus de 24 heures, qualilé très bonne . . 5 points. 
— en 10 à 24 heures, qualité bonne . . 4  — 
— em 6 à 10 — MAD ONE A TN ON 
—=" Enr AT EN — — moyenne. 2 — 
— enl/4à2 — — MAUVAISES En AU 

Réduction immédiate ou en moins de 1/* d'heure, 
QU'AMLÉTeSIMAUMAISE LEE 0e ue ee I LORS 


Si l’on constate la formation de bulles gazeuses, déduire un 
point. 


Essai de fermen'ation à 37° C. — Maximum : 10 points. 


Le maximum attribué à cet essai comprend 5 points attribués 
à la rapidité de coagulation et 5 points attribués à l'aspect du 
caillot formé. 


A. Rapidilé de coagulation. — Maximum : 5 points. (Pour 
tous les laits.) 
Coagulé après 25 heures. . 5. points. 
= RE D MT 
= EP 4 PEL VOIE RARE PSC PES KE 
— 8 à 12 — 2 — 
= RE ANUS NT EE 
— moins de 4  — 0 — 


B. Aspect du caillot. — Maximum : 5 points. (Pour tous les 
laits el pour l'épreuve de la réductase) : 


Cullotthomosène 1. v20, HOME RULS Lo re MAIN pOiMES: 
—= — raviné . 4 — 
_ moyen. 3 —, 
— dilacéré . 2 — 


S'il y a production de bulles gazeuses, déduire un ou deux 
points suivant l'abondance de dégagement gazeux. IL arrive 
assez souvent que dans les laits pasteurisés ou stérilisés on 
observe une fermentation tumultueuse. Elle est due à des mi- 
crobes sporulés, au Bac. sublilis et à ses variétés, ils produisent 
unie odeur de fromage éthérée. On accordera 4 points à ces laits. 


l/ 
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Examen des préparations directes du lait (Froths). — Maxi- 
mum : 5 points. (Pour toutes les catégories de laits déduire 
2 points si Les leucocytes sont nombreux ou très nombreux). 


A. Pour les laits stérilisés, pasteurisés et crus aséptiques : 


Si les microbes ne sont pas colorés. quel que soit leur 


nombre 5 points. 
Pas de germes . SE 5 — 
Germes colorés rares. . . . 10 RTS EL AU" LE 
— peu nombreux . ne — 
— assez nombreux . ARTE 
= nombreux, ou plus de Tr sortes. ou 
SERMESADAURODÈNES RER. LL. PDT UNE 
B. Pour les laits ordinaire 
FermesiDeumomOhresEME RM Co. 5 5 points. 
— assez nombreux et moins dE six sortes . 4  — 
— nombreux. . et. PAUSE 
— nombreux, plus de Six sortes s ou germes palho- 
DÉRÉS ANNE EE TM OA 1e ES CAMSEURENS MAUR 


Idendification des germes. — Maximum : 5 points. 


A. Pour les laits stérilisés et pasteurisés : 


Microbes sporulés ou pas de germes . ... . . . . . . D ponts. 
— autres que sporulés. 3  — 
Plus de trois sortes de germes non sports 2 — 
Moisissures, levures ou germes pathogènes. . 0 — 
B. Pour les lails crus aseptiques et ordinaires : 

. de six sortes de germes . . . : te 4 points. 
>. fluorescens liquefaciens, A onaucnee ou 
moisissures abondantes . . . . NL LU 

Deux ou trois sortes de germes lement, ou une 
CSDÉLEAUOMINAN TE RS ete cc are 

Gérnmes pPAthosenes er ei Me er Cochet . LUS 

Suleté du lait. — On aura une idée de Ja quantité de matières 


étrangères du lait (matières excrémentitielles, terre, débris 
végétaux, etc.) par l'examen du dépôt obtenu par centrifugation 
du lait. (Voir recherche des leucocytes.) Ces matières étran- 
sères trahissent un trailement malpropre du Jait, soit à la 
traile, soit pendant les manipulalions subséquentes. Il y a lieu 
d'en tenir compte dans l'apprécialion de la valeur du lait. On 
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déduira du total attribué au lait analysé trois points si la saleté 
est forte. 

Pour établir la valeur à attribuer à un lait, on comparera au 
tableau d'appréciation pour chaque catégorie de laits le total 
des points obtenus en addilionnant la valeur attribuée par 
l'analyse à chaque essai. Dansles cas douteux ou embarrassants, 
on sera parfois amené à ajouter ou à retrancher quelques points. 
C'est là une question d'appréciation basée sur l’ensemble des 
résultats d'analyse en tenant compte des circonstances et de 
la technique employée. Ces attributions de points seront tou- 
jours motivées. 

Les nombreuses vérifications que nous avons faites nous ont 
montré que l’on peut parfaitement appliquer à la pratique les 
données que nous ont fournies nos recherches. Les vérifications 
faites sur les laits mis en vente établissent qu'il n'est pas 
impossible pour les laitiers de réaliser Les condilions exprimées 
par les chiffres ci-dessus. Au contraire, nous pensons ètre 
utile au commerce du lait en lui faisant connaitre nos méthodes 
d'appréciation. Il ne trouvera que des avantages à fournir du 
lait répondant aux conditions susmentionnées, avantages de 
contrôle scientifique dont leur clientèle aura le plus grand prolit. 

Nous nous sommes inspiré pour établir les règles d'évaluation 
numérique des laits des recherches américaines « Milk and its 
relation to the public health. Hygienic Laboratory Nr. #1. — 
Treasury Department Washington. U. S. A. 1908 ». 

On a fait aux Etats-Unis, pour l'appréciation des vacheries 
et laiteries, des tableaux où chaque point à examiner par les 
contrôleurs est coté suivant des règles fixes. Cette manière 
l’opérer a l'avantage de chitfrer la valeur d'un établissement et 
permet de le classer dans des catégories. Par ce procédé mathé- 
matique d'évalualion, on ne laisse au contrôleur aucune liberté 
d'appréciation; il lui suffit de constater l'état actuel des 
vacheries et laiteries et d'inscrire pour chaque poste prévu le 
nombre de points à attribuer suivant des indications précises. 
De la sorte deux contrèleurs opérant séparément arriveront à 
un résullat semblable, pourvu qu'ils soient bien au courant de 
leur besogne. Le travail d'appréciation devient quelque chose 
d'impersonnel et à une réelle. valeur comparalive. Nous avons 
pensé qu'il élait possible d'opérer de facon analogue pour les 


482 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


laits. La présente note, fruit de longs essais et d'une expérience 
journalière de quatre années, a été rédigée dans cet ordre 
d'idées. Avec la méthode d'évaluation chiffrée des laits que 
nous préconisons, ilest possible à deux bactériologistes opérant 
indépendamment l'un de l'autre d'arriver à des conclusions 
identiques pourvu qu'ils suivent les règles édictées. En tenant 
compte des circonstances analytiques, on peut parfaitement, 
dans ces conditions, discuter une analyse contradictoire dans 
le cas où il ya lieu à poursuites judiciaires, notamment. Jusqu'à 
ce jour, on n'avait pas de bases pour apprécier, d’une façon 
correcle, les analyses bactériologiques de laits. 

Notre note tend à combler cette lacune et à metire fin à une 
situation embarrassante pour ceux qui doivent juger de la 
qualité bactériologique et hygiénique d’un lait. La méthode que 
nous préconisons est évidemment purement conventionnelle, 
mais, telle qu'elle est, elle nous semble être un progrès. Il y 
aura évidemment lieu de l'améliorer en tenant compte des 
progrès scientifiques. Les apprécialions obtenues ne peuvent 
avoir une valeur absolue, elles sont surtout comparatives et 
varieront suivant que l’on désire être plus ou moins sévère dans 
les évaluations des divers postes analytiques. 


* 


# x 


Nous complétons ces indications en donnant ci-contre un 
modèle de feuille d'expérience dont la disposition facilitera les 
recherches et l'évaluation des résultats d'analyse. Ce modèle 
nous sert depuis plusieurs années et nous a donné loules salis- 
factions. Il permet de faire l'histoire du prélèvement et de 
l'analyse des laits étudiés, et à ce point de vue son utilité a 
été démontrée par la pratique et des examens fréquents des 
laits des vacheries du Département Laileries de la Coopérative 
de l’Agglomération bruxelloise (Comité national) et de ceux 
des lails commerciaux débités dans le grand Bruxelles depuis 
1915, jusqu'à ce jour. 
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LABORATOIRE INTERCOMMUNAL Fra le 191 
de Chimie at de Bactériologie de l'Agglomération Braxelloise 


Analyse bactériologique. Lait 


Lait n° : Firme : 
En flacon non (1) stérile du Laboratoire intercommunal, bouteille, cruche. Daté du : 
Prélevé le 191 , par à heures. 
Ensemencé le à heures. Répondu le : 
Gonsseve N SDS \ à la glacière, à la Statistique n° : 
"1 o)Musque { température ordinaire ( 0C) Mons 


LAIT 


Gélose 1/10 
1 
Gélatine {/10 
1, 


Leucocytes : pour 1000. 


Bouillon phépiqué . 
Gélose minérale . 
Eau peptone . 
Gélatine . 


entier, partiellement écrémé : 
cru, aseplique, stérilisé, pasteurisé, ordinaire. métallique. 


Fermeture : carton, caoutchou 


Pas de rentrée d'air. 
Pas de coup de marteau. 


Saleté : nulle, traces, très assez faible, forte, considérable. 


Catalase cent. cubes après ? heures ; cent.cubes après 24 heures. 


réduction début : 
Lait à 37 début : 
Préparation directe : 
Gélose minérale : 


- CONCLUSIONS 


NOMBRE D'ESPÈCES 
RS, 
Préparation dépôt : 30 | Gélose à 37° après 3 jours germes par C.C. 
Gélatine après jours id. id. 
dont p. 100 liquéliants, 
Ge après 2? h. 
à Leucocytes : p. 1000 Catalase ) ,. après 24 h. 
30 | Colibacilles : Bacille tuberculeux : 
Streptocoque. 
OBSERVATIONS { réduit après heures. 
10 | Réductase } non coagulé après heures. 
Qualité : très mauvaise, moyenve, lrès bonne. 
10 | Fermentation à 27°. Non cuaoulé après heures. 
pas de bulles. 
» | Préparation directe. Leucocrxtes : nombreux. 
Pas de microbes, nombreux, colorés et non colorés. 
; sorles. 
SALETE : 
Préparation du dépôt : 
5 | Germes identifiés : 
—| RÉSULTAT : favorable, médiocre, défavorable, non con- 
o forme à l'étiquette. 
150 
ANALYSE chimique : bonne, médiocre, défavorable 
Mouillage : p. 100. 
Nitrates : présence, absence. 
Fail par : 
. Date : 191 
LE CHEF DE SERVICE, 


1. Bier les indications inuliles et remplir les blancs suivant les données expérimentales. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A L'INSTITUT PASTEUR EN 1918 


par JULES VIALA, Préparateur au Service antirabique. 


Pendant l'année 1918, 1.805 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique à l'Institut Pasteur de Paris : 5 sont mortes 
de la rage, soit une proportion brute de 0,27 p. 100. 

Une de ces personnes a été prise de rage au cours du (rai- 
lement. Une autre a. subi irrégulièrement le traitement; elles 
doivent donc être défalquées. 


Personnes laiéesr ee ere. SU 
MONISATeMTAS EN. Re Re ee 3 
MOLÉAITÉMpAMIO0 EEE RE RME 0,16 


Le tableau ci-dessous indique les résullats des vaccinalions 
depuis l’origine : 


; PERSONNES | MORTALITÉ | PERSONNES ; MORTALITE 
UE traitees | aile p. 100 "PRE traitées UE p. 100 
1886 2.671 2h 0,94 1903 628 2 0,32 
1887 2.710 14 0,19 190% 3 3 0,39 
1888 1.622 9 0.55 1905 121 3 0,41 
1889 1.830 7 0,38 1906 712 1 0,43 
1890 1.540 | 5 0,32 1907 786 3 0,38 
1891 1.559 4 0,25 1908 524 1 0,19 
1892 1.790 n 0,22 1909 167 1 0,21 
1893 1.648 6 0.36 1910 401 (] 0,00 
1894 1.387 j 0,50 1941 341 LU 0,29 
1895 1.520 5 0,38 1912 395 (] 0,00 
1896 1.308 4 0,30 49.3 330 (] 0,00 
1897 1.529 6 0,39 1914 313 (] u, 00 
1998 + 1.46 3 0,20 1915 654 1 0,15 
1899 1.614 | k 0,25 1916 1.388 3 0,21 
1900 1.420 | k DES AN AU 1.528 4 0,26 
1901 1.321 ù 0,38 1918 1.803 3 0,16 
1902 1.005 2 0,18 
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Les personnes traitées à l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories : 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par lui ou inoculés avec son bulbe. 

Catégorie B. — La rage de l'animal mordeur a été constatée 
par examen vélérinaire. 

Catégorie C. — L'animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-après la répartition entre ces catégories des 
personnes traitées en 1918 : 


MORSURES MORSURES MORSURES 


à la tête aux mains aux membres 
Si ; 


TOTAUX 


À 


= EE 


| 
| 


100 


ANNÉE 
1918 


Traités 


Mortalité p. 


ne men ee RS 


= | Mortalité p. 100 


e | Mortalité p. 1 


Catégorie A. . 


e 
= 
= 

2 
© 
SA 
% 
s 

ul 
a 
À 

_— 

0 

0 


Catégorie B. . 


Catégorie C. .| 5 1,901] 320 


0,10/1.803| 3 (0,16 


Les personnes se répartissent de la façon suivante, d’après 
le territoire sur lequel elles ont été mordues : 


PEACE NEA RC Met Lies br netau e leN0 
Belgique Arte M THR SHARE LUTTE 51 
NnpleleRTe MU UT MED Lea 18 
ATTENTATS EN re ne See ER er qe il 


Répartition par départements des 1.733 personnes traitées 
mordues en France. 


AIN Ldeelo ee CE ee A TON A RO EM CN Re - CNRS 
Aisne, :.. NS rs mBeltort territoire de). /!15, 041708042786 
Allier «125 DÉMO DEMECIEE 09 "Bouches-du-Rhône :: 1.440 RS 
INÉACTENRMESTE e ce 8 o7 0:] COEUR PEN AT 
Ardennes: CR 0m Cantal: MR EL A ET 
AtDeteendl- te M RES OR NOTA TEnN te ns 2. (ETS 
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Cher . HAN SN EE 19% 1 Marnel(Haute-) PEER 10 
Corrèze: 2e NERO 121 Mayenne #2 FMC ER 21.6 TO K | 
Côte-d'Or RE ETAT OM 51]. Meurthé-et-Noselle- 80 21 
Côtes=du Nord er em NE 82 |. Meuse: 211: He TRE 124 
CTEUSCR TPE PRE E REE 21 Morbihan. #% Se ee 36 
DEUX SÈVRES AIS ER EEARSERSS 5 NTEVEE SAS eye at OT ES 24 
Doubs: GORE SH ARTAMEN 9 Nord? SEE Pet EU A ENORE 36 
Pure RP PEU IA LEE 4 ODise tem ee EN ŒR 90 
pure-et- LOL 0e Se ee 16H] "Orne LPS RENE EE EN 
Finistère 2728: V4 NS 31 Pas de CAISSE 73 
Garonne(Haule-): 2 222700 4: Puy-de-Dôme time : SAR 
Hérault nt sn MATE 111Saûône.(Haute-)}2 2 H0N IA PRE 12 
IMe-et-Viaine: dr otre 42") Saône-et-Loire ., 1.0... CAO 
DATES RSR EEE 2 PRIE REEE Bal Sarthe: er MEN RERRE 22 
Indre-et-Loire. ne à | Seine: 5777 eu mie server fe dame 351: 
ISéTENC OUT. OUR AE RS 1 Seine-et-Marne: ci 7 0 41 
JURA ANA SNS AE 19 1:Seine=et OISE L'ENTENTE 193 
Landes; 'e RRer At 20|tSeine-InfériEuret. UE 45 
boire Cher: 7 TR ENT IENS DIS OMIME TEE TE DR ae 66 
ÉOIReG MRC RATE EMEA ‘ (VON 1 0 PR MTS AC De Loan ao ne © 4 
Loire-inférieure. : 4.1. SAV endée 272 RIRE Bras 9 
OYrarIne Pa Me PRE CEE 1 Vienne 2: Er: Su ME ERA 6 
LA RE RS TENUE CAT E nt 12 [BVrennettHaUte) ER ER 3 
Maine-et li 0 IR DE RE 21 Moses. Ir RSR SE 24 
Manche Mer et | VONNE Ce MANETTES 10 
Marne’ ETAGE SEA EE CL. 141 


PERSONNES TRAITÉES MORTES DE LA RAGE APRÈS LE TRAITEMENT. 


HEMMERLING (Marcel), 11 ans, demeurant à Aubervilliers (Seine). 

Mordu le 14 octobre au genou droit : deux morsures pénétrantes 
qui ont saigné. 

Traité du 16 octobre au 2 novembre. 

Mort de la rage le 5 décembre. 

Chien errant, reconnu enragé par M. Vasseur, vétérinaire de la 
Fourrière. 


MaulEux (Roger), 12 ans, demeurant à Port-Marly (Seine-el- 
Oise). 

Mordu le 26 octobre à la joue droite : une morsure non cautérisée. 

Traité du 30 octobre au 16 novembre. 

Les premiers symptômes rabiques se sont manifestés chez lui le 
15 décembre. 

Mort à l'hôpital Pasteur, le 17 décembre. 

Chien errant, disparu après avoir mordu. 


rs 
(e +] 
— 


VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


MARCEL (Henri), 15 ans, demeurant à Champ-Neuf (Somme). 

Mordu le 12 novembre : quatre morsures pénétrantes face dorsale 
main droite, qui ont saigné non cautérisées. 

Traité du 12 novembre au 6 décembre. 

Les premiers symptômes rabiques se sont manifestés chez lui le 
8 avril 1919. Mort le 11 avril. 

Le chien à été reconnu enragé par M. Lénel, vétérinaire à Rue 


(Somme). 


PERSONNES PRISES DE LA RAGE EN COURS DE TRAITEMENT. 


ZimMERMAN (Odile), 44 ans, demeurant à Paris, X° arrondissement. 

Mordue le 16 novembre : quatre morsures pénétrantes aux lèvres, 
qui ont saigné, non cautérisées. 

Traitée du 16 novembre au 8 décembre. 

Les premiers symptômes rabiques se sont manifestés chez elle le 
8 décembre. 

Morte à l'hôpital Pasteur le 10 décembre. 

Le chien a été reconnu enragé par M. Vasseur, vétérinaire de la 
Fourrière. 


BEAULAVON (Marguerite), 7 ans, demeurant à Asnières (Seine). 

Mordue le 26 octobre à la tempe gauche. 

Prise de la rage le 7 janvier 1919. Morte à l'hôpital Pasteur le 
9 janvier. 

Chien inconnu, a disparu après avoir mordu. 

L'enfant Beaulavon à suivi irrégulièrement le traitement et l’a 
interrompu avant qu'il soit terminé. 


Le Gérant : G. Masson. 


+ 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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Mémoire publié à l'occasion du jubilé de E. METCHNIKOFF. 


LES PARTICULARITÉS DE LA NUTRITION 
ET LA VIE SYMBIOTIQUE CHEZ LES MOUCHES TSÉTSÉS 


par E. ROUBAUD. 


La genèse de ce travail est due à une étude sur les processus 
spéciaux de la métamorphose des Glossines, que j'avais entre- 
prise en 1914, à l'occasion du Jubilé Metchnikoff. Interrompues 
pendant la guerre, puis reprises à des intervalles divers, ces 
recherches n’ont conduit à une orientation tout autre que ne 
le comportait mon intention primitive. Après m'être efforcé 
d'interpréter le mécanisme particulier de la Nymphose chez 
ces mouches, j'ai été amené, en reprenant l'étude de certaines 
formations à bactéroïdes, mises en évidence par l’auteur alle- 
mand Stuhimann dans certaines parties délerminées de l’intes- 
tin des tsétsés adultes, à préciser la nature et à rechercher la 
- genèse de ces formations, aux stades antérieurs de la vie de ces 
insectes. 

De proche en proche, j'ai été ainsi conduit à m'’attacher aux 
particularités spéciales offertes par le fonctionnement de l'appa- 
reil de la nutrilion, à tout âge, chez les Glossines, à sérier entre 
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y 


eux tous les faits ainsi relevés et finalement à les rattacher les 
uns aux autres comme la conséquence d’un processus fonda- 
mental de symbiose nutritive avec certains organismes du type 
des levures, vivant dans l'intestin des tsétsés et que l'on retrouve 
chez les Mouches piqueuses pupipares. C’est cet ensemble de 
données que je présente dans ce Mémoire. 

La question de la symbiose, chez les organismes supérieurs, 
est actuellement très discutée. Mon intention n'était pas de 
prendre parti dans les débats qui s’amorcent journellement 
sur ce chapitre, depuis l'apparition de l’ouvrage de P. Portier 
sur les symbiotes. Mais, sans aller jusqu'à une généralisation 
aussi complète que l'a tentée l’auteur, il est incontestable que 
l'étude des insectes offre des exemples nombreux d'associations 
héréditaires avec des micro-organismes qui paraissent jouer un 
rôle nécessaire dans la vie de ces êtres. 

L'ensemble des données que j'ai tenté de grouper, touchant 
les conditions spéciales de la nutrition des tsétsés, en les com- 
parant à ce qui se passe chez les diptères des groupes voisins, 
plaide fortement en çe sens. Si la démonstration physiologique 
directe du rôle des levures symbiotiques dans la nutrition de 
ces mouches n'est pas facile, on peut du moins, par une étude 
attentive des faits d'ordre divers, tels que nous les présentons, 
en dégager des indications qui, je le crois, paraîtront convain- 
cantes. 

Au surplus, je me suis placé simplement dans un domaine 
encore voisin de l'hypothèse; mais j'ai tenu à orienter dès à 
présent les recherches ultérieures en exposant les faits tels 
qu'ils me paraissent se relier les uns aux autres. Je me propose 
de revenir plus tard, s’il m'est possible, principalement sur le 
côté expérimental de la question. 
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LA NUTRITION CHEZ LA LARVE 


MopE DE FONCTIONNEMENT DE L ÉPITHÉLIUM INTESTINAL. 
SES CONSÉQUENCES BIOLOGIQUES. 


Ainsi que je l'ai déjà montré dans mon précédent travail sur 
Glossina palpalis (1), les larves de Glossines, comme celles des 
Pupipares types, sont exclusivement nourries pendant toute 
leur vie intra-utérine aux dépens de la sécrétion particulière 


F1c. 4. — Coupe sagittale d'une larve de glossine, montrant les grands traits 
de l'organisation digestive : E, sac stomacal provenant de l'accumulation 
dans l'intestin moyen d'une masse énorme de plasma nourricier; P, pro- 
ventricule ; Z, zone des symbiotes larvaires. 


des glandes annexes de l'appareil femelle. Ces glandes’se rami- 
fient à l'infini et prennent un développement tout particulier 
chez la mouche mère, au cours de la gestation. 

La sécrétion nutrilive est une émulsion de couleur blanche 
qui remplit les fonctions du lait chez les mammifères et peut 
être biologiquement assimilée à ce dernier. La larve se gorge 
de ce lait avec une abondance telle que son intestin moyen 
finit par former un sac volumineux, remplissant plus des deux 
tiers de la cavité du corps (fig. 1, £). On constate ainsi que, 


(1) La Glossina palpalis, sa biologie, son rôle dans la transmission des 
Trypanosomiases, Thèse Fac. Sc. Paris, 1909; et Mar, Lesour et Roupaun, 
La Maladie du Sommeil au Congo français, Paris, Masson, 1909. 
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pendant toule la vie larvaire, le lait ne cesse de s’accumuler, 
et l'estomac de se distendre, ce qui démontre @ priori que la 
digestion de la substance nutritive est infiniment moins rapide 
que son ingestion. Examinons quelles peuvent être les raisons 
physiologiques d’une telle accumulation du lait dans l'estomac 
de la larve. 

Tout d'abord, lorsqu'on examine le contenu intestinal lar- 

vaire, un fait paraît ressortir immédiatement : c’est l’inertie 
apparente de l’épithélium intestinal au point de vue de la 
transformation chimique de l'aliment. La matière nutritive 
ingérée par la larve ne parait subir d'autres modifications dans 
l'estomac qu'un épuisement progressif en matières grasses, et, 
consécutivement, une concentration de plus en plus grande de 
sa substance. Ce sont là, semble-t-il, de simples modifications 
physiques dues à l'absorption directe d’une partie de la sub- 
stance de l'émulsion nourricière. On voit en effet les goutte- 
lettes grasses, très abondantes chez les larves jeunes, dispa- 
raître progressivement, au fur et à mesure de la croissance 
larvaire, de la masse laiteuse contenue dans l'estomac; si bien 
qu'à la nymphose ce plasma nourricier n’est plus guère con- 
stitué que par une matière homogène, assez finement granu- 
leuse, à réaction acidophile, et dont les constituants insolubles 
dans l’eau, l'alcool à 1000, les acides dilués, le xylol, donnent 
les réactions générales des substances protéiques. Il s'effectue 
par conséquent, au cours de la vie larvaire, une sorte de triage 
par l'épithélium intestinal des conslituants de l'émulsion 
nourricière. Les corps gras sont absorbés en premier lieu, avec 
une activité particulière, et, après épuisement plus ou moins 
complet des matières grasses, il reste dans l’estomac une masse 
plasmalique presque entièrement constituée par des matières 
albuminoïdes, dont nous verrons la destinée ultérieure. 

En même temps, et comme conséquence directe de cette 
activité spéciale d'absorption des matières grasses manifestée 
par son épithélium stomacal, on voit l'organisme de la larve 
se saturer de graisse. Cette substance, en effet, non seulement 
constitue l'élément dominant des réserves contenues dans le 
corps adipeux jusqu'à la nymphose, mais on la retrouve aussi 
en abondance dans les éléments figurés du sang de la larve. 
Lorsqu'on ponctionne une larve arrivée au terme de sa crois- 
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sance, on constate que les leucocytes sont chargés d'inclu- 
sions volumineuses, de nature exclusivement graisseuse (fi3. 7). 
Enfin, les cellules de l'épithélium intestinal elles-mêmês se 
montrent, dans toute l'étendue de l'intestin moyen, exagéré- 
ment distendues par ces mêmes inclusions graisseuses, qui 
réduisent le cytoplasme à l’élat de minces trabécules (fig. 3). 

Si cette dernière particularité dénole une activité d’absorp- 
tion toute spéciale à l'égard des matières grasses, elle ne tra- 
duit pas, par contre, que l’épithélium larvaire soit doué d’acti- 
vité digestive franche à l'extérieur des cellules. On ne peut 
mettre en évidence, dans ces éléments surchargés de graisse, 
et le plus souvent réduits, par une tension extrême, à l’état de 
membrane d'une excessive minceur, les témoins histologiques 
ordinaires d’un processus physiologique de sécrétion externe. 
Cette inertie chimique de l’épithélium est d’ailleurs bien en 
rapport avec la stase prolongée de la matière nourricière à son 
contact. On sait d'autre part que chez les larves de mouches 
ordinaires (mouches à viande), ainsi qu'il résulte des expé- 
riences diverses réalisées par Guyénot, par Bogdanow, par 
E. Wollman, l'épithélium intestinal ne manifeste pas norma- 
lement non plus de grandes propriétés digestives et que la pré- 
paration de l'aliment par les bactéries protéolytiques est la 
condition naturelle du développement rapide de ces larves (1). 
Lorsque le milieu nutritif est facilement assimilable, les sécré- 
tions digestives sont pour ainsi dire nulles et l’épithélium se 
borne à absorber : c’est ce quise produit chez les larves de Glos- 
sines. Il est probable d’ailleurs que cette absorption n'est pas 
un phénomène purement passif, mais qu'elle suppose, surtout 
dans le cas des graisses, des modifications de contact plus ou 
moins profondes dues à l’activité physiologique des cellules, le 
mécanisme de l'absorption des substances grasses étant certai- 
nement complexe. Mais la sécrétion à distance dans la lumière 
intestinale de produits de digestion actifs ne parait pas à 
envisager ici. 

Les seules cellules de l’épithélium moyen des larves de 
Glossines qui pourraient manifestement traduire un processus 


(1) Condition cependant non indispensable, comme l'a tout récemment 
montré Wollman qui a aisément nourri des asticots en milieu stérile mais 
facilement assimilable (cervelle). C. R. Soc. Biol.,t. LXXXII n°16, 31 mai 1919. 
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de sécrétion externe, il est vrai d'ordre particulier, sont les 
cellules du fond du cul-de-sac proventriculaire. Ce sont elles 
vrai*emblablement qui sécrètent la membrane péritrophique. 
Ces cellules, qu'avec Ch. Pérez (1)je considère comme d'origine 
endodermique et formant la continuation directe antérieure 
des cellules du ventricule chylifique, ne présentent point de 
vacuoles graisseuses comme les éléments normaux de ce der- 
nier. Elles sont hypertrophiées et d'aspect bien différent de 
celui des autres cellules de l'intestin moyen (fig. 12, z). Bor- 
nons-nous pour l'instant à signaler le fait, nous reviendrons 
ultérieurement avec plus de détails sur les intéressantes parti- 
cularités morphologiques et biologiques dévolues à ces éléments. 

L'inertie manifestée par l’épithélium stomacal des larves, au 
point de’vue de la transformation chimique de l'aliment, 
s'explique naturellement par ce fait que l’émulsion nourricière 
maternelle est composée de principes directement assimilables. 
On en a la confirmation d'ailleurs par la disparition complète 
des glandes salivaires chez la larve, disposition qui est en rap- 
port avec linutilité de toute préparalion chimique de l'aliment, 

Ainsi, l’épithélium digestif des larves de Glossines n’agit pas 
ou n'agit certainement que d’une facon très secondaire sur 
l'aliment, au point de vue chimique. 11 se borne à jouer à son 
égard, d'ailleurs par un mécanisme sans doute complexe, un 
rôle d'absorption, avec triage électif des constituants graisseux. 
Tandis que ces derniers passent en excès dans l'organisme, où 
ils sont mis en réserve dans des tissus divers, la plus grande 
quantité des éléments protéiques contenus dans la riche 
matière nutritive ingérée par la larve, restent inabsorbés pen- 
dant la vie larvaire et s'accumulent simplement dans l'estomac. 
Les conséquences de ce mode de fonctionnement de l’épi- 
thélium digestif sont considérables au point de vue biologique: 
on peut en effet leur rapporter, d’une part les modifications 
d'ordre anatomique très particulières qui caractérisent le 
tractus intestinal des larves de tsétsés: et d'autre part aussi les 
conditions physiologiques spéciales qui dominent tout le pro- 
cessus de la métamorphose chez la pupe de ces mouches, et fui 


(1) Recherches histologiques sur la métamorphose des Muscides, Arch. 
Zool. Exper., t. IV, n° 1, février 1910. 
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prêtent, par rapport aux autres Muscides non pupipares, son 
allure particulière. 

Tout se passe en effet comme si, malgré la quantité considé- 
rable d'aliment ingérée, la larve de: Glossine, trop richement 
alimentée en matières grasses, n'était qu'insuffisamment pour- 
vue en matériaux de nature albuminoïde. La larve parvient à 
la nymphose avec une insuffisance notoire en réserves de cette 
nature, si on la compare aux larves correspondantes des autres 
Muscides à développement non pupipare. La plus grande quan- 
tité de ces réserves restent pour ainsi dire en dehors de l’orga- 
nisme, non absorbées, et non assimilées, quoique ingérées et 
surchargeant par leur abondance même le sac stomacal. 

Il est permis de penser que ce fait physiologique, lié comme 
on l’a dit au mode de fonctionnement de l'épithélium intestinal, 
est devenu la cause première des modifications anatomiques si 
particulières de l'intestin moyen des larves. Insuffisamment 
repue en aliments albuminoïdes, par suite de l'élection de son 
épithélium pour les matières grasses du lait, la larve de la 
tsétsé conserve pendant toute sa vie intra-utérine une avidité 
nutritive extrême qui la porte à se surgorger de la sécrétion 
maternelle. 

L'ingestion étant plus rapide que l'absorption, il se produit 
au cours de la vie larvaire une surcharge stomacale qui dilate 
progressivement l'intestin moyen et le transforme en ce sac 
volumineux que nous avons décrit. La masse plasmatique ainsi 
ingérée n'y subit que lentement le triage des matériaux immé- 
diatement assimilables, par épuisement en premier lieu des 
éléments graisseux, tandis que la plus grande quantité de la 
matière albuminoïde reste inabsorbée. 

Une autre conséquence de la faible quantité d'aliments albu- 
minoïdes, assimilés par la larve, c’est que l'organisme larvaire 
n'élimine aussi qu’une quantité relativement faible de maté- 
riaux azotés de désassimitatlion. C'est là ce qui permet égale- 
ment d'expliquer cette deuxième particularité curieuse du 
tractus intestinal larvaire, chez les Glossines : le rectum ne 
communique pas avec l'intestin moyen; l’anus, d'autre part, 
n’est point fonctionnel et les matériaux d'excrétion, qui sont 
de nature exclusivement urinaire, simplement accumulés dans 
la lumière du rectum, pendant toute la vie larvaire et la vie 
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nymphale, ne pourront être rejetés au dehors qu'après l’achève- 
ment des métamorphoses. On conçoit aisément qu'une telle 
particularité d'ordre anatomique ne soit compatible qu'avec 
l'absence complète des résidus alimentaires de la digestion, et 
avec la faible importance de l’excrélion urique. Et c’est bien en 
effet ce que l’on constate chez les larves de Glossines. Bien que le 
rectum ne serve plus qu'à l'accumulation des produits urinaires, 
puisqu'il ne communique qu'avec les lubes de Malpighi, la 
lumière de cet organe, au moment des métamorphoses, ne ren- 
ferme qu'une quantité très faible de matériaux d’excrétion. 
D'autre part, le corps adipeux, qui, chez les larves de mouches 
ordinaires, ainsi que l’a montré Ch. Pérez, fonctionne largement 
comine rein d’accumulation, joignant à ses globules de nature 
graisseuse où albuminoïde une quantité considérable de granu- 
lation du groupe urique, ce corps adipeux n'apparaît pas sou- 
mis, chez les larves de Glossines, à de semblables fonctions: 
L'hémalun n'y différencie pas de corpuscules basophiles entiè- 
rement ou partiellement colorables, pouvant faire songer à des 
éléments de la série xanthique, comparables aux pseudo-nucler 
de Berlese, ou aux corpuscules basophiles décrits par les 
auteurs dans le corps gras des asticots. Il n’y a donc point 
surcharge de l'organisme larvaire de la tsétsé en produits de 
désassimilation azotés. Cet ensemble de particularités morpho- 
logiques ou physiologiques nous apparait comme la consé- 
quence directe du régime alimentaire et du fonctionnement 
particulier de l’épithélium digestif de la larve de Glossine. 
Cetle larve ne désassimile que peu de matières azotées, parce 
qu'elle n'en assimile que peu. 


LA NUTRITION PENDANT LA NYMPHOSE 


À. — EVOLUTION DE L'INTESTIN MOYEN ET DE SON CONTENU. 


Lorsque la larve de Glossine s'immobilise pour se trans- 
former en pupe, son réservoir slomacal se trouve donc, comme 
nous l’avons dit, surchargé d'une ample masse de réserve albu- 
minoïde, provenant du lait maternel dont l’épithélium digestif 
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a extrait en majeure partie les éléments graisseux. Quelle est 
la destinée de cette masse plasmatique qui représente la plus 
grande partie de l'aliment albuminoïde encore inassimilé, 
nécessaire à l'organisme de la Glossine adulte? 

Dès le début de la nymphose (fig. 2), on voit exsuder en 
abondance de toute la périphérie du sac sltomacal, mais particu- 
lièrement dans la région ventrale,un plasma homogène (p") qui 


offre les mêmes réactions 
éosinophiles et sensible - 
ment le même aspect géné- 
ral que le plasma contenu 
dans l'estomac, quoique 
plus finement granuleux. 
Cette substance se répand 
dans la cavité générale et 
vient baigner directement 
tous les organes, en parti- 
culier les éléments du corps 
graisseux. En même temps, 
on note une perte de sub- 
stance importante à la péri- 
phérie de Ia masse plasmali- 
que stomacale (p'). Des vides 
nombreux s’y produisent 
tandis que la portion cen- 
trale de cette masse se con- 
centre au contraire davan- 
tage (y). Oû assiste mani- 
festement à une exsudation 
de la matière nourricière 
albuminoïde de l'intestin 
dans la cavilé générale. 

Le phénomène ne débute 
pas en réalité au moment 
même de la nymphose; il 
est déjà manifeste chez les 
larves âgées qui n'ont point 
encore abandonné l'utérus 


F16. 2. — Coupe sagittale vers la région 
médiane d’une pupe de G{. palpalis 
d'environ dix-huit heures, montrant 
l’exosmose d'une partie du plasma 
nourricier dans la cavité générale : 
s, paroi de l’anse principale du sac 
stomacal larvaire; p, portion centrale 
résiduelle, dense, du plasma nourri- 
cier, inapte à la dialyse; p', portion 
périphérique du plasma déjà en par- 
lie diffusée dans la cavité générale; 
1", plasma d'origine stomacale, exos- 
mosé et baignant les organes de la 
cavité générale. — Gr. 20. 


maternel. 11 est probable qu’il se produit pendant toute Ja vie 
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Z 3. — Coupe au niveau d'une 
”  portionde la paroi du sacsto- 
macal chez une pupe de quarante- 
huit heures, montrant l’assise épi- 
théliale encore intacte en appa- 
rence, mais dont les cellules, moins 
distendues, ont déjà perdu beau- 
coup de leurs vacuoles grais- 
seuses (v) d'absorption. Une notable 
partie du plasma nourricier p a dif- 
fusé de droite à gauche à travers 
l'assise épithéliale et baigne exté- 
rieurement (p') la paroi stomacale 
qui le renfermait primitivement. Ce 
dépôt est plus dense au niveau de 
la basale et à l’intérieur des cel- 
lules, ce qui traduit la marche de la 
dialyse à travers la paroi cytoplas- 
mique cellulaire. Fix. Brazil; color. 
Safranine or.— Gr. 450 env. 


larvaire: mais il prend, sou- 
dain,chez la pupe en forma- 
tion, une ampleur toute parti- 
culière. 

S'agit-il d'une exsudation 
véritable, c'est-à-dire d'une 
simple filtration à travers des 
pores ou interstices de la paroi 
stomacale? C'est peu probable. 
Il s'agit plutôt, pour nous, 
puisqu'à ce moment la paroi 
épithéliale a conservé presque 
partout encore toute son inté- 
grité, d’une dialyse de prin- 
cipes albuminoïdes solubles. 
On peut d’ailleurs noter dans 
le cytoplasme des cellules 
intestinales l'existence, et le 
dépôt vers la basale, d'une 
matière éosinophile particu- 
lière très finement granuleuse, 
qui traduit le passage à travers 
ces éléments histologiques des 
principes albuminoïdes prove- 
nant du plasma (fig. 3). 

Mais pourquoi lextension 
subite prise par ce processus 
de dialyse albuminoïde dans 
la pupe en formation? Sans 
doute correspond -elle à la 
cessation de l’activité propre 
des cellules épithéliales, acti- 
vité qui, comme nous l’avons 
vu, se manifeste électivement 
pendant toute la vie larvaire 
dans le sens de l’absorption 
des corps gras. Cette activité 
cesse dès l'apparition des pro- 
cessus histologiques qui con- 
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damnent les organes caducs auxquels apparlient l’assise épi- 
théliale tout entière. Celle-ci, atteinte brusquement dans sa 
vitalité, ne joue plus alors d'autre rôle que celui d'une simple 
membrane osmotique à travers laquelle s'effectue d’une façon 
massive la dialyse, jusqu'alors très ralentie, des principes 
albuminoïdes solubles du plasma stomacal. 

Chez le pou du mouton (Melophaqus ovinus), Diptère pupipare 
typique, Berlese (1) a signalé une série de phénomènes qui 
concordent, dans leur expression générale, avec ceux que nous 
venons de décrire (2). Chez la pupe du Mélophage, d’après cet 
auteur, le contenu de l'estomac s’extravase sous la forme d’un 
plasma granuleux qui vient baigner tous les organes pour être 
ensuite repris par le corps adipeux. Ces phénomènes rentrent 
dans le processus général de fonctionnement trophique du tube 
digestif et du tissu adipeux, tel que le conçoit l’auteur italien, 
chez les larves d'insectes à la nymphose. Mais il fait allu- 
sion à une simple filtration mécanique de matières granu- 
leuses. Or, ce n'est éertainement pas sous cette forme, nous 
l'avons dit, que les choses se passent. La matière nutritive 
albuminoïde, qui remplit l'estomac des Glossines, paraît con- 
stituée par un mélange d'éléments dialysables et de principes 
insolubles. L'épithélium, dont l'intégrité anatomique est encore 
entière, permet la dialyse de la première catégorie de sub- 
stances qui sont déversées par exosmose dans la cavité géné- 
rale. Au fur et à mesure que s'effectue ce triage des prin- 
cipes albuminoïdes dialysables et assimilables, le reste de la 
masse nutritive, formé d’aliments indiffusibles, inabsorbables 
directement par les cellules, se réduit, en se concentrant de 
plus en plus. A la fin du troisième jour, l’exosmose de la tota- 
lité des éléments solubles étant terminée, la masse albuminoïde 
résiduelle non dialysable, qui reste contenue dans l'estomac 
larvaire, ne forme plus qu’un amas dense et compact, dont le 
volume n'excède guère le quart de la masse initiale: 

Cet amas résiduel, inassimilable actuellement par l'organisme 
de la Glossine, ne subira plus avant l’éclosion de la mouche 

(1) Riv. di Patologia vegetale, t. VIII, 1899. 

(2) Chez l'Hippobosque, également pupipare, j'ai fait des constatations 
analogues. Il est superflu d'ajouter que tous les Diptères pupipares vrais 


doivent obéir aux mêmes particularités physiologiques générales de nutrition 
que les Glossines. 
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adulte, d'autres lransformations qu'une concentration de plus 
en plus grande en un bloc éosinophile dur et homogène. Sa 
destinée est liée à celle de l'épithélium intestinal larvaire qui 
le renferme. 

Ici, les phénomènes ne diffèrent guère de ce que les auteurs, 
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dix jours, montrant l'englobement par l'assise imaginale 2! des restes de 
l'estomac larvaire exuvié et de son contenu i; s, fragment de la zone des 
symbiotes imaginaux. 


d'une façon générale, ont signalé pour la métamorphose de 
l'intestin moyen des insectes. Il se produit, en effet, chez 
la pupe de Glossine, par le processus habituel que l’on connaît, 
notamment chez les larves de Muscides, depuis les travaux de 
Ganin, Van Rees, Kowalevsky, Pérez, etc., une exsuviation 
totale de l’épithélium larvaire. 

Les petites cellules imaginales émanées des ilots de rem- 
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placement qui existent déjà, chez la larve, à la base de l'épi- 
thélium, comme chez les autres Muscides, s'organisent pro- 
gressivement en une assise continue qui délache de la basale 
l'ancien épithélium larvaire, et le rejette avec son résidu 
alimentaire dans la lumière du nouvel intestin ainsi constitué 
(fig. 15, p. 523 et fig. 4, 2). 

L'ensemble résiduel constitué par le manchon épithélial 
larvaire et les restes du plasma éosinophile qu'il renferme est 
ainsi comparable au corps jaune des larves de mouches. Mais 
celui-ci est formé, comme le précise Ch. Pérez, exclusivement 
par des restes cellulaires, tandis que chez les glossines il S'y 
adjoint une quantité encore nolable de matière nutritive. 

Le résidu mixte épithélio-plasmatique de la nymphe des 
Glossines ne tarde pas d'ailleurs à se trouver plongé au sein 
d'une nouvelle matière fluide (fig. 15, p, d'aspect fibro-gra- 
nuleux sur les coupes, épaisse, et à réaction assez nettement 
basophile, semblable à celle que Ch. Pérez signale chez les 
mouches à viande et qu'il interprète comme un produit de 
sécrétion des petites cellules intestinales. 

J'y verrais plutôt, en raison de l'indifférenciation encore si 
grande de ces petites cellules imaginales, dont le cytoplasme 
extrèmement vacuolaire ne témoigne guère d'une activité de 
sécrétion propre, un produit d’endosmose de substances éma- 
nant de la cavité générale, qui traversent par diffusion celte 
mince paroi cytoplasmique et progressivement se déposent dans 
la cavité intestinale au fur et à mesure que se produit l’allon- 
gement de la paroi épithéliale. | 

Versle dix-huitième ou le vingtième jour, cette matière deve- 
nue peu à peu acidophile commence à disparaître, sans doute 
réabsorbée. Dans les anses intestinales antérieures les cellules 
s'affrontent à leur bord libre, tandis que, dans la région 
moyenne, l’épithélium est maintenant directement en contact 
avec le résidu éosinophile provenant du sac stomacal larvaire: 
Alors on assiste, dans toute l’étendue de l'intestin moyen, à un 
processus curieux d'émission de boules sarcodiques nalurelles, 
que j'interpréterai comme un phénomène intensif de rénova- 
tion cellulaire autotomique. Les petites cellules cubiques de 
l'épithélium imaginal s’étirent fortement en hauteur; leur 
région basilaire prend un cytoplasme dense, basophile, tandis 
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que leur extrémité distale est ampulleuse et formée de mailles 
inégales. Cette portion distale détache par pincements suc- 
cessifs de sa substance vacuolaire des sphères autotomiques de 


La 


cyloplasme qui tombent dans la lumière intestinale (fig. 5, D: 
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anse de l'intestin moyen imaginal 
chez une pupe de trente jours, 
montrant la rénovation autoto- 
mique continue dans la partie an- 
térieure et l'émission intense de 
_boules de cytoplasme b, qui rem- 
plissent la cavité. La coupe passe 
par une des bandes de la zone des 
symbiotes s, à cellules géantes 
bien différenciées. — Gr. 100. 


fig. 6). Toutes les cellules de 
l’épithélium réagissant ainsi, 
depuis le début de l'intestin 
moyen,simultanément,avec une 
activité extrême, rejettent dans 
la lumière intestinale une quan- 
tité considérable de ces sphères 
autotomiques. Celles-ci s’agrè- 
gent les unes aux autres, perdent 
eur aspect vacuolaire initial en 
condensant leur substance ; il se 
constitue ainsi, dans une notable 
partie de la lumière du tractus 
intestinal moyen, une nouvelle 
masse granuleuse plasmatique 
d'origine cellulaire qui sera ulté- 
rieurement digérée. 

En même temps que se réa- 
lise cette curieuse épuration du 
cytoplasme, on assiste à la diffé- 
renciation progressive des corps 
cellulaires de l’assise épithéliale 
qui prend son aspect définitif; 
le noyau se condense et s’étire 
en une sorte de larme, dispo- 
sition que l'on constate chez 
l'adulte (fig. 6). 

Dans l'intestin moyen nym- 
phal de l'Hyponomeute, M"° A. 
Hufnagel (1)a récemment déerit 
et figuré des cellules en proces- 
sus de sécrétion qui séparent de 


leur masse des boules de sécrétion éosinophiles, très compa- 


1) Arch. Zool. Exp., t. LVII, pp. 47-202, 20 juillet 1918. 
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rables à celles que je mentionne chez la pupe de Glossines. 
Je ne crois pas, au moins ici, qu'il s'agisse d'un processus de’ 
sécrétion, parce que ce ei. est généralisé à toutes les 
cellules de l'épithélium simultanément, qu'il coïncide avec des 
transformations cellulaires profondes et prélude à la dilféren- 
ciation définitive des éléments histologiques en question; d’ail- 
leurs, chez la Glossine adulte, un tel processus, lorsque l’épi- 
thélium s’est constitué sous son aspect définitif, ne s’observe 
plus. Je crois qu'il faut l'interpréter comme un processus 
d'épuration cytoplasmique au même titre que les processus 
analogues de rajeunissement cellulaire par rejets de boules 
autotomiques, signalés par Ch. Pérez (1) dans certaines cellules 
des pupes de Calliphora, par E. Poyar- 

korff (2) chez la Galéruque, par M°° Huf- 
nagel chez l'Hyponomeute. Mais chez la CE 
Glossine le processus offre une généralité PR 
et une ampleur infiniment plus grandes  : — 
qu'on ne l’a constaté Jusqu'ici. 

L'évolution chez la nymphe de Glossine F6. 6. — Emission de 

ARTE 5 . He sphérules autoto- 
de l’épithélium imaginal comprend ainsi miques par les cel- 
deux périodes bien tranchées, l'une assez lules de l'épithélium 
1 3 s. her . . : moyenimaginal. 
longue, d'indifférenciation, au cours de Pupe de vingt-cinq 
laquelle les cellules, petites, eubiques, à jours. — Gr. 400. 
cytoplasme vacuoluire, ne jouent sans 
doute qu’un simple rôle d'absorption à l'égard des substances 
dissoutes soit extra-, soit intra-intestinales; l’autre de différen- 
ciation active avec expulsion d'une partie notable de leur 
substance cytoplasmique. 

Ces deux périodes ne correspondraient-elles pas au rappel 
cœnogénétique de la double mue épithéliale ancestrale des 
nymphes d'insectes? Au point de vue morphologique, cette 
hypothèse est séduisante; mais il me paraît plus rationnel de 
chercher dans ces faits une interprétation d'ordre physiologique 
ou physique : je pense que, dans la destinée de ces éléments 
cellulaires qui sont plongés au sein de liquides organiques dont 
la nature chimique varie selon l’état de la nymphose, les phéno- 


(1) Loc. cit. 
(2) Arch. Anat. micr., L.XITI, 1910. 
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mènes osmotiques doivent jouer un grand rôle. En fait, l'émis- 
sion des sphères cytoplasmiques intestinales donne singulière- 
ment l'impression d’une plasmolyse naturelle des éléments 
épithéliaux. Or, il faut précisément remarquer que ce phéno- 
mène n'apparait qu'avec la disparition du contenu intestinal. 
On ne l'observe pas dans les anses digestives encore chargées 
de résidus nourriciers ou d’autres substances de remplissage. 
Au début de la formation de l'intestin imaginal, la lumière de 
l'organe, comme nous l'avons dit, se remplit progressivement 
d'une substance épaisse, à réaction basophile, vraisemblable- 
ment d'origine cælomique. Lorsque cette substance à disparu, 
la concentration moléculaire du milieu n'est plus la même: 
et l’on concoit facilement qu'il puisse en résulter une plasmo- 
lyse générale dont l'influence sera définitive sur la morpho- 
logie des éléments anatomiques? 

Au fur et à mesure que la nymphose progresse, les restes 
provenant de l'estomac larvaire et de son contenu éosinophile 
cheminent vers l'arrière et passent à la partie postérieure de 
l'intestin moven. Ils accusent un commencement de digestion 
vers la fin de la nymphose seulement. 

Quant aux phases dernières de l'utilisation par l'organisme 
de la Glossine de ces résidus plasmatiques, ce n'est guère 
qu'après l'éclosion, lorsque l’épithélium imaginal a complète- 
ment achevé sa différenciation, qu'ils paraissent se produire. Il 
y a tout lieu de penser que c'est pendant la phase d'inanition 
précédant l'éclosion que ces déchets nourriciers sont repris et 
utilisés, au moins partiellement, par la mouche adulte, avec les 
différents vestiges de la différenciation intestinale imaginale. 


B. — ROLE DES LEUCOCYTES DANS LA NUTRITION NYMPHALE. 


Nous avons vu que, chez la larve âgée, les leucocytes ont un 
rôle manifeste de mise en réserve temporaire et de dispersion 
générale des éléments graisseux qui saturent l'organisme. 
Leurs fonctions diffèrent ainsi nettement, quant à la nature du 
produit véhiculé, de celles que l’on observe chez les larves de 
mouches ordinaires, où ce sont des granules de nature albumi- 
noïde qui, d'après les observations de Ch. Pérez, parsèment le 
cyloplasme des éléments migrateurs. On voit par là combien 
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la nature des réserves dominantes est différente chez les deux 
types de larves. La charge graisseuse des leucocytes (fig. 7), 
chez les Glossines, représente un des aspects par lesquels se 
traduit la saturation de l'organisme larvaire en matières grasses, 
comme conséquence de l'électivité d'absorption exercée par 
l'épithélium stomacal à l’égard de ces substances. 

Ces fonctions de véhicule des matières grasses sont dévolues 
chez la larve de Glossine à tous les éléments migrateurs de la 
cavité générale, et non point seulement à certaines catégories 
d’entre eux, comme M"° À. Hufnagel l’a constaté par exemple 
pour les leucocytes à inclusions graisseuses de la larve de 
l'Hyponomeute. Ce sont là d’ailleurs fonctions particulières à 
la vie larvaire. Dès le début de la nym- 
phose on les voit céder brusquement 
la place à une autre forme d'activité 
physiologique, la fonction phagocytaire, 
qui s'exerce en particulier à l'égard des 
muscles, de l'hypoderme et de certaines 
parties du tube digestif larvaire anté- r Has 


. pass 4 \ r Le kw 
rieur et postérieur. Le phénomène dé- #3, 
bute par certains des muscles, les plus | 
S 4 Ë : x Fi. 1. — Inclusions grais- 
périphériques, et s'accomplit suivant le seuses dans les leuco- 
thème classique qu'en ont donné pour ae î RL 
tes £ mue A . — 

les diptères Kowalevsky et Van Rees, Gr. 1650. 


sous l'inspiration des géniales décou- 
vertes de Metchnikoff et que Ch. Pérez à mis si minutieuse- 
ment au point dans ses belles études sur la métamorphose 
des Muscides. Les leucocytes s'infiltrant par le sarcolemme, 
comme le décrit ce dernier auteur, disloquent les colonnes 
musculaires, fragmentent le sarcoplasme et se chargent de 
sarcolytes. [ls se transforment ainsi en ces volumineuses 
« sphères de granules » dont la nature et la signification 
physiologique sont aujourd’hui classiques chez les pupes de 
mouches. Suivant le type ordinaire, ces leucocytes repus 
émigrent activement dans toutes les régions du corps où se 
produit un travail intense de reconstilution imaginale, appor- 
tant ainsi directement aux éléments en histogénèse le concours 
de leur activité nutritive. : 

Il semble que, chez les Glossines, l’activité phagocytaire soit 
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moins brutale, plus progressive, que chez les larves de mou- 
ches à viande. Un petit nombre seulement des muscles sont dé- 
truits dans les premières vingt-quatre heures de la nymphose ; 
les autres ne disparaïîtront que dans les jours qui suivent. En 
particulier, certains muscles de l'abdomen ne sont encore qu'à 
peine attaqués par les phagocytes le cinquième jour; ces 
muscles paraissent dégénérer spontanément avaht d'être 
envahis par les éléments phagocytaires. 

Cette sorte de gradation dans l'échelle de l’activité phago- 
cylaire chez les Glossines permet de se représenter, comme 
non imputable directement à l'attaque des phagocytes, la des- 
truction des organes qui sont appelés à subir l'histolyse. Je ne 
saurais penser, en effet, que l'afflux leucocytaire s'exerce 
réellement d'une manière primitive sur des organes normaux, 
de manière à en provoquer la destruction per se avant toute 
autre cause spontanée de dégénérescence. Il est plus-vraisem- 
blable que les organes ou les éléments histologiques appelés à 
disparaître meurent d’abord, ou subissent des modifications 
physiologiques, non décelables souvent par les réactifs histolo- 
giques, mais capables ‘de provoquer l’afflux phagocytaire. S'il 
est difficile pour ceux des muscles périphériques qui subissent 
l'atteinte phagocytaire, dès les tout premiers moments de la 
nymphose, de déceler histologiquement une altération anté- 
rieure à l’infiltration des phagocytes, cela tient à ce que, la très 
grande majorité des phagocytes étant encore inemployés à 
cette époque, il se produit un afflux massif et accéléré de ces 
éléments vers les premiers organes affectés par la dégénéres- 
cence. Ultérieurement, comme le plus grand nombre des pha- 
gocytes encore disponibles se trouvent déjà repus de fragments 
musculaires; leurs mouvements de dispersion comme leur acti- 
vité phagocytaire se ralentissent; c'est alors que l’on peut per- 
cevoir des signes indiscutables de dégénérescence (changement 
de colorabilité, perte de la striation des muscles, pycnose des 
noyaux) antérieurs souvent à toule infiltration leucocytaire, 
dans les éléments aptes à l’histolyse. Ce fait est notamment 
indiscutable pour les muscles abdominaux les plus tardive- 
ment atteints (5° jour), qui se montrent transformés en masses 
plasmodiques, à la périphérie desquelles seules des sphères de 
sranules ou leucocytes repus exercent une pression le plus 
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souvent purement extérieure, sans qu'il y ait encore traces 
d'infiltrations et de dislocations mécaniques subséquentes. Il 
est manifeste que l’activité ralentie des sphères de granules 
s'exerce ici sur des éléments atteints de dégénérescence spon- 
tanée. Le fait est non moins apparent pour des organes à histo- 
lyse tardive comme le rectum, où les sphères de granules, vers 
le cinquième jour, n'englobent progressivement encore que 
des fibres musculaires en partie modifiées. 

Quoi qu'il en soit, le fait important à retenir au point de vue 
de la nutrition générale, consiste dans la mise en mouvement 
par les leucocytes d’une quantité de matériaux albuminoïdes 
provenant de l'élaboration des organes larvaires résiduels, et 
dans leur transport jusque dans les parties les plus reculées de 
l'organisme en histogénèse. 


C. — EvoLrurioN DU TISSU ADIPEUX. 


L'élaboration des principes albuminoïdes nécessaires à l'his- 
togénèse des nouveaux orgarres n'est pas uniquement le fait de 
l'activité leucocytaire. Le tissu adipeux joue également dans ce 
sens un rôle de toute première importance. 

Le corps gras, chez les Glossines, obéit en effet, dans son évo- 
lution nymphale, au tracé qu'en à donné Berlese pour les diffé- 
rents types d'insectes en général et en particulier pour le Mélo- 
phage dont l’organisation pupipare nous rapproche très étroi- 
tement du type organique des Glossines. C'est ce tissu qui 
assure l'élaboration et la mise en réserve du plasma nutritif 
extravasé dans la cavité générale. Son rôle est ici des mieux 
marqués, en raison même de la grande quantité de matière 
nutritive albuminoïde qui vient le baigner et des transforma- 
tions importantes dont consécutivement ses éléments histolo- 
giques sont le siège. 

Ce qui frappe tout d’abord, au début de la formation de la 
pupe, c’est l'insuffisance notable de [a mise en charge albumi- 
nôide de ce tissu par rapport à ce qu'on observe chez les 
Muscides non pupipares (Calliphores d’après Pérez, Drosophiles 
d'après Guyénot, ete.) C'est, comme ailleurs, l'élément grais- 
_seux qui constitue le principe dominant de ces réserves. La 
graisse déposée dans de volumineuses vacuoles distend les cel- 
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lules (fig. 8, à gauche) et, seuls, un petit nombre de globules 
de nature albuminoïde sont visibles au moment de la nymphose 
dans les mailles du réseau cyloplasmique. 

Mais, rapidement, lorsque le plasma nutritif issu de la cavité 
digestive s'est répandu dans la cavité générale, on voit les 
cellules adipeuses accentuer leur mise en charge et vers le 
cinquième jour une véritable poussière de  granulations 
éosinophiles, mêlée à des globules plus ou moins volumi- 
neux, remplit le cytoplasme (fig. 8, à droite). Les vacuoles 
graisseuses persistent en partie, malgré cet apport de réserves 


F16. 8. — Deux cellules adipeuses nymphales de Gl. palpalis. À gauche, cel- 
lule d'une pupe en formation : grande abondance de vacuoles grasses, faible 
quantité de granules albuminoïdes. A droite, cellule grasse d’une pupe de 
cinq jours : la mise en charge albuminoïde est achevée; les vacuoles 
graisseuses ont diminué d'importance au profit des sphérules albuminoïdes 
très abondantes. — Gr. 560. 


nouvelles et se maintiendront pendant toute la durée de la 
nymphose. 

L'une des particularités qui distinguent le tissu adipeux, 
ainsi chargé de réserves albuminoïdes, de celui des mouches 
ordinaires, c’est, nous avons déjà insisté sur ce point, l'absence 
de granulations basophiles (pseudo-nuclei) mêlées aux gra- 
nules éosinophiles ; il n'apparaît pas que ce lissu joue, chez les 
Glossines, un rôle d'accumulation des produits d’excrétion, au 
moins au’ début de la nymphose. 

La phase de mise.en liberté transitoire des éléments du corps 
adipeux, si'générale chez les insectes pendant la métamorphose 
et qui concourt à la diffusion dans les différentes régions de 
l'organisme, des réserves nutritives, ne se manifeste chez les 
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Glossines que vers le cinquième jour, lorsque la mise en charge 
albuminoïde de ce tissu est achevée. Très rapidement d’ailleurs, 
les cellules adipeuses s'organisent par pression réciproque en 
une sorte de syncytium, et c'est sous cet aspect qu'on les observe 
pendant la majeure partie du tempsnymphal. Progressivement, 
vers la fin de la nymphose, cès éléments s'étant déchargés 
d'une partie de leurs réserves reprennent sensiblement leur 
aspect initial du début de la nymphose. Au moment de l'éclo- 
sion un bon nombre d’entre les cellules grasses larvaires 
subsistent encore, avec des vacuoles graisseuses encore très 
abondantes. Leur désintégration ultérieure, comme chez Îles 
autres Muscides, appartiendra à la vie imaginale. 


LES CONDITIONS DE LA NUTRITION CHEZ L'ADULTE 


A la suite des transformations diverses que nous avons 
décrites pendant la vie nymphale se trouve constitué le trac- 
tus intestinal moyen des Glossines adultes, qui renferme Îles 
parties véritablement importantes pour la digestion et l’absorp- 
tion des aliments ingérés. Il nous faut ici revenir sur la phy- 
siologie de la nutrition de ces mouches et sur les particularités 
morphologiques des ditférentes parties de leur épithélium 
intestinal sur lesquelles porte principalement l'intérèt des phé- 
nomènes de là nutrition. 


RéGimE ALIMENTAIRE. — Les Glossines sont des mouches à 
régime hémophage strict, absolu, dans les deux sexes, quelles 
que soient les circonstances de la vie. On ne saurait trop insis- 
ter sur ce fait qui, pour nous, domine la question du rôle par- 
ticulier d'hôtes intermédiaires joué par ces mouches à l'égard 
des trypanosomes pathogènes africains des zones où elles fré- 
quentent. Tandis que les autres représentants de la tribu des 
Stomoxyides, alliés directement aux Glossines, sont en effet des 
mouches capables de puiser, en dehors du corps des hôtes, des 
liquides organiques variés, et de s'alimenter d'eau et de Jus 
sucrés, les Glossines, dans les conditions naturelles, ne peuvent 
se nourrir que de sang prélevé à l’intérieur du corps des hôtes. 
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Tous les observateurs sont actuellement d'accord sur la ques- 
tion. Mème épuisées par la soif et l’inanition, à la suite d'un 
séjour prolongé à une température plus élevée que leur 
moyenne habituelle, les Glossines ne cherchent point à se désal- 
térer comme le font les Muscides voisins, Stomoxes ou Lypero- 
sies, lorsqu'on place des gouttes d’eau à leur disposition. Elles 
meurent si on ne les met pas à mème de satisfaire leur appétit 
aux dépens du sang d'un vertébré, prélevé directement dans le 
corps, àtravers la paroicutanée, ou, comme l'ont montré Rodhain 
et ses collaborateurs (1), à travers une membrane animale. 

Accidentellement, on pourrait cependant penser que dans la 
nature ces mouches, lorsqu'elles sont pressées par la faim, 
cherchent à piquer parfois certains invertébrés comme des 
chenilles ou d’autres larves d'insectes de forte taille, des mol- 
lusques, etc. Le fait peut être observé tout au moins en capti- 
vité. Mais les liquides organiques que les Glossines parviennent 
ainsi à puiser dans le corps de ces animaux sont en quantité si 
faible qu'ils ne sauraient suffire à entretenir la vie des tsétsés, 
même dans les conditions du laboratoire, ainsi que j'ai pu le 
constater (2). 

D'autre part, si le sang des Vertébrés constitue le seul 
liquide nourricier susceptible, dans les conditions naturelles, 
d'entretenir intégralement l'existence de ces mouches, il faut 
encore distinguer à ce sujet entre le sang des vertébrés à sang 
froid et celui des mammifères ou des oiseaux. 

Le sang des animaux homæothermes paraît être le seul capa- 
ble de subvenir aux conditions physiologiques normales-de la 
vie de ces mouches.Comme l’a vu, le premier, Kleine, et comme 
j'ai pu le vérifier après lui, les Glossines nourries sur des rep- 
tiles (varans, crocodiles, crapauds) peuvent vivre pendant un 
certain temps mais ne se reproduisent plus. 

Ce fait permet de penser que le chimisme intestinal de ces 
mouches présente une très grande rigueur d'adaptation à 
l'égard d’un type d'aliments exclusif; le tube digestif des tsétsés 
ne peut digérer et absorber normalement que du sang et du 
sang de vertébrés à sang chaud. C’est là un remarquable 


(1) Rapports sur les travaux de la Mission scientifique du Kalanga, Bruxelles, 
1913. 
(2) Bull. Soc. Path. exot., t. TV, 1911, p. 544. 
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exemple d'adaptation parasitaire très étroitement définie chez 
un insecte piqueur qui, par ailleurs, manifeste une existence 
tout à fait indépendante de ses hôtes. 

Par ce régime alimentaire hémophage exclusif, qui place 
les Glossines dans une dépendance parasitaire stricte à l'égard 
des vertébrés homæothermes, de même que par leur mode de 
développement pupipare qui apparait également comme la 
conséquence de ce même régime aliméntaire, ces mouches 
occupent une situation tout à fait à part, parmi les autres 
représentants du groupe des Stomoxyides. Il faut de plus 
concevoir, ainsi que nous l'avons dit plus haut, que le rôle 
particulier joué par les Glossines dans le cycle évolutif et la 
transmission des Trypanosomes africains relève aussi direc- 
tement de l'exclusivité de leur régime alimentaire hémophage. 
La phase initiale de développement intestinal, qui dans la plu- 
part des cas précède l'évolution terminale des flagellés dans le 
milieu salivaire des Glossines, n'est compatible apparemment 
qu'avec l'existence d'un milieu intestinal constant dans sa 
constitution chimique et qui ne saurait être brusquement 
modifié par l’ingestion de substances de nature variée comme 
c'est le cas pour les autres Stomoxyides. 

On voit par conséquent quelle importance biologique et pra- 
tique revêt la question du régime alimentaire des Glossines 
adultes. L'intérêt de la question se précise en s'orientant d'une 
manière très spéciale lorsqu'on étudie comment se présente le 
fonctionnement de l'appareil digestif chez ces mouches. 


MARCHE ET SIÈGE DE LA DIGESTION DU SANG. — Le sang fraiche- 
ment ingéré qui remplit l'intestin moyen des mouches adultes ne 
subit guère de transformations digestives nettes que dans la 
région postérieure de cet organe. Dans les deux tiers antérieurs 
environ du tractus intestinal moyen, l’épithélium ‘digestif ne 
paraît pas exercer d'action digestive à proprement parler, tout 
au moins sur les éléments figurés. La masse sanguine qu'il ren- 
ferme s'épaissit simplement et devient visqueuse, sans doute 
par absorption de l’eau dont la plus grande partie est rejetée au 
dehors peu de temps après la succion. C’est à ce simple rôle 
d'absorption des éléments liquides du sérum que parait se 
borner, à ce niveau, l’activité de la muqueuse, dont l’action 
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digestive directe sur les éléments figurés n’est pas appréciable, 
et qui d’ailleurs ne traduit pas morphologiquement,*dans les 
coupes, d’aclivilé réelle de digestion. On peut cependant noter 
parfois, à la périphérie de la masse globulaire ingérée, un très 
léger début de digestion ; mais, avec Stuhlmann, j'en attribue- 
rai la cause à des sécrétions diastasiques étrangères à l’épithé- 
lium iui-même, soit à des fermentations produites par des 
micro-organismes intestinaux ou à l’action du liquide salivaire. 

Le fait certain, c'est que lorsque le sang, pour une raison 
quelconque, séjourne d'une façon prolongée dans les parties 
antérieure et moyenne de l'intestin moyen, il s'y maintient, 
sans modifications appréciables de la masse globulaire. C'est ce 
que l'on constate, par exemple, dans les accidents particuliers 
.de la gestation qui s’observent souvent chez les Glossines en 
captivité et se traduisent par la transformation prématurée de 
la larve en nymphe dans l'utérus. L'impossibilité d'expulsion 
du produit, qui reste en partie engagé dans l'orifice vulvaire, 
détermine sur le tractus intestinal une compression artificielle 
qui entrave l'écoulement normal des matériaux de la digestion 
et provoque leur stase prolongée dans les régions antérieures 
de l'intestin moyen. On constate alors que le sang contenu dans 
ces parlies, même au bout de trois ou quatre jours, n'a pas 
subide transformations digestives réelles, mais s’est transformé 
en une masse compacte, par suite de l'épuisement plus ou 
moins total des liquides initiaux. Il y a eu absorption de ces 
derniers, mais non pas digestion à proprement parler de la 
masse sanguine. 

La digestion n’est réalisée d’une façon complète que lorsque 
la masse sanguine ingérée a franchi la portion moyenne de 
l'intestin moyen abdominal. 

C’est précisément la région où l’épithélium, jusque-là con- 
stitué par de petites cellules peu différenciées, présente brus- 
quement une modificalion histologique curieuse, qui jusqu'ici 
paraît spéciale aux Glossines et sur laquelle nous devons nous 
arrêter longuement. L'auteur allemand Stuhlmann, dans son 
bon travail consacré particulièrement à G/. fusca (brevi- 
palpis) (1), a fait connaître l'existence, dans toute la longueur de 


(1) Arbeilen aus d. kaiserl. Gesundheitsamle, t. XX VI, n° 3, 1907. 
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ce qu'il nomme l'intestin moyen (1) (Miiteldarm), d’une zone 
particulière suivant laquelle l’épithélium se’‘trouve localement 
et irrégulièrement épaissi, présentant macroscopiquement des 
taches ou des bandes de couleur plus blanche que le reste de 
l'organe. Si l’on fait une coupe au niveau de’ces taches, on 
reconnait que l'épithélium y présente un aspect très différent 
de l’épithélium normal. Les cellules y sont de trois à cinq fois 
plus hautes que leurs congénères, et disposées de manière à for- 
mer de volumineuses papilles qui font saillie dans la lumière de 
l'organe (fig. 9), occupant parfois plus de la moitié ou des deux 


F16, 9. — Coupe au niveau d'une papille à cellules géantes de l'intestin moyen 
{zone des symbiotes) chez G{. palpalis. Fix. Brazil. — Gr. 350. 


tiers du calibre de celui-ci. Le eytoplasme des éléments ainsi 
différenciés apparaît à un faible grossissement comme plus 
fortement colorable. Le noyau, qui occupe la partie distale 
au lieu de la base des cellules, n'est pas modifié, si ce n’est qu'il 
apparaît un peu plus volumineux que celui des cellules nor- 
males. 

En examinant ces éléments hypertrophiés, à l'immersion, on 
les reconnaît bourrés de formations bacillaires de 3 à 5 y de lon- 
gueur moyenne, dont Stuhlmann ne précise pas la nature, mais 
qu'il interprète comme des Symbiontes jouant un rôle inconnu 
mais réel dans la vie des Glossines. Il remarque en effet que 
toutes les mouches examinées présentent dans les mêmes dif- 
férenciations intestinales les mêmes « Symbiontes », et que 


(1) Il s’agit, d'après la nomenclature de l’auteur allemand, de la portion 
moyenne de l'intestin moyen abdominal. 
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cette constance même doit écarter l’idée de parasitisme dans 
l'action physiologique de ces éléments. 11 les rapproche des 
bactériodes ou bactérioïdes observés dans les œufs, la paroi 
intestinale, ou le corps graisseux de divers insectes, par nombre 
d'auteurs, notamment par Cuénot chez Ectobia, par Henneguy 


F1G.10.— Une des 

. cellules géantes 
plus grossie de 
lazone des sym- 
biotes intesti- 
naux chez Gti. 
palpalis. Le cy- 
toplasme est 
bourré de levu- 
res intracellu- 
laires ; le noyau 
repoussé ‘ vers 
la partie distale 
de l'élément. — 
Gr. 1150. 


chez la Blatte, par Escherich chez l'Ano- 
bium, etc. 

Ces Symbiontes sont libérés par la désa- 
grégation des cellules qui les renferment et 
s'observent à l’état libre dans la lumière in- 
teslinale de toutes les Glossines. Il est pro- 
bable qu'ils se nourrissent du contenu intes- 
tinal et réinfestent ensuite d’autres cellules 
épithéliales lorsque dans les intervalles de la 
digestion l'épithélium est revenu au stade de 
repos. 

Stuhlmann interprète les hautes cellules 
bourrées de Symbiontes comme jouant vrai- 
semblablement.un rôle dans la régénération 
de l’épithélium intestinal et il donne par suite 
le nom de zone de régénération aux régions 
de l'intestin ainsi différenciées. Sans se pro- 
noncer d'une façon ferme sur le rôle physio- 
logique des micro-organismes qui les rem- 
plissent, il émet l'hypothèse que par leurs 
sécrétions diastasiques ils activent la régéné- 
ration des cellules. Toutefois, la raison de la 
localisation de ces éléments suivant certaines 
zones cellulaires, lui échappe complètement 
et le problème de la signification de ces 
« zones de régénération » ainsi que celui de 
la nature de leurs Symbiontes reste entier. 

Il est curieux que la question de l’inter- 
vention directe de ces « Symbiontes » dans 
la nutrition des Glossines ne se soit pas plus 
nettement posée pour l’auteur allemand, qui, 
à plusieurs reprises, parle de l'intervention 


symbiotique de bactéries dans la digestion sanguine et ne se 
prononce pas absolument sur le rôle digestif de l'épithélium 
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stomacal proprement dit. Sans doute est-ce parce. qu'il a pu 
constater l'existence de ses Symbiontes chez des pupes encore 
assez éloignées de leur date d’éclosion et chez lesquelles le 
tube digestif n'était pas encore fonctionnel, ce qui semble 
écarter a priori l'idée d’une intervention de ces organismes 
dans la physiologie de l’épithélium intestinal des mouches . 
adultes. Mais, dans ce cas aussi, une régénération: aussi pré- 
coce de cet épithélium, suivant l'hypothèse de l'auteur, serait 
difficile à concevoir, si l’on admet avec Stuhimann que les 
hautes cellules renfermant les Symbiontes représentent des 
zones de régénéralion épithéliale. Or, à bien examiner les 
choses, une semblable interprétation ne saurait se soutenir. Les 
cellules bourrées de bactéroïdes de l’intes- 


tin des Glossines représentent, en réalité, 4 

comme nous allons le voir, des cellules nee 
géantes qui n’ont aucun caractère commun A" 6 s 
avec celles du reste de l'intestin moyen. À 4 st 
Mais il est nécessaire, pour se représenter à + 4 4 
leur rôle probable, de préciser tout d'abord À 5x FRE # | 
leur nature, ainsi que celle des bactéroïdes 7, Ÿ f 
qu'elles renferment et d'étudier leur ori- PE 
gine,ou tout au moins leur localisation, aux ET EEE ES 
stades antérieurs de la vie des Glossines. pic 11. — Levures 


symbiotiques de Gl. 
palpalis sur frottis. 


NATURE DES ZONES DE RÉGÉNÉRATION. LES Fix. osmique: color. 
LEVURES SYMBIOTIQUES CHEZ LES (GLOSSINES Giemsa. — Gr. 1700. 
ADULTES (1). — Stuhlmann, qui a parfaite- 


ment décrit et figuré les corps bactéroïdes observés par lui 
dans les cellules de ces zones de régénération, ne s'est pas pro- 
noncé avec précision sur leur véritable nature. Il les tient, il 
est vrai, pour des organismes spéciaux, mais il tend à les 
considérer comme des prolozoaires d'un type particulier. 

Ces éléments s'observent non seulement dans le cytoplasme 
des cellules hypertrophiées (fig. 9 et 10), où on les rencontre 
d'une façon constante, quelle que soit l'espèce de Glossine étu-: 
diée, mais aussi chez la plupart des Glossines, sinon chez toutes, 


(1) J'exprime ici tous mes remerciements à M. Mesnil, qui a bien voulu 
m assister dans l'identification de ces micro-organismes. 
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à l'élat libre. On peut les retrouver dans la lumière intestinale, 
parfois à l’état de véritable culture. Il est plus facile de se rendre 
compte de leur morphologie par frottis de ces cultures, qu'en 
les colorant sur place à l’intérieur des cellules. Il ne saurait 
cependant y avoir de doutes sur l'identité des formes intra- ou 
. extra-cellulairés. 

Les bactéroïdes des Glossines sont des éléments mesurant 
de 3 à 5 y, en bâtonnets plus ou moins reclilignes, souvent 
arqués et flexueux. Leur cytoplasme est vacuolaire ; le noyau, 
difficilement visible dans les frottis colorés au Giemsa. Le fait 
fondamental, au point de vue morphologique, qui permet de 
fixer la nature de ces organismes est la formation de bourgeons 
typiques de levures (fig. 11). Il y a également reproduction par 
cloisonnement transversal. La formation d’asques ou d'asco- 
spores n'a Jamais été constatée. 

Ces données permettent de fixer assez étroitement la posilion 
systématique de ces micro-organismes. Les bactéroïdes de l'in- 
testin et des cellules inteslinales des Glossines peuvent être 
considérés comme des levures; leurs affinités basées sur les 
caractères biologiques de multiplication par scissiparilé et par 
bourgeonnement, les placent dans un groupe intermédiaire 
entre les Saccharomycètes et les Schizosaccharomycètes. Elles 
seraient par suite, on le voit, à rapprocher des Cicadomyces 
observés par Karel Sulc (1) et par P. Büchner (2) dans le 
pseudo-vitellus d'un certain nombre d’Orthoptères. 

D'une facon générale d’ailleurs, les affinités de ces levures les 
rattachent biologiquement d’une manière très étroite aux Asco- 
mycètes symbiotiques décrits et figurés par nombre d'auteurs 
chez des insectes divers, el notamment aux levures signalées 
en 1889 par Karawaiew (3) dans l'intestin d’un Coléoptère, l’Ano- 
bium paniceum, levures cultivées en 1900 par Escherich (#4), 
ou aux levures de genres divers qui se développent avec une si 
remarquable constance dans des organes cælomiques spéciaux 
(mycétomes de Karel Sulc), chez les Hémiptères homoptères. 
Les figures données par P. Büchner dans son travail d'ensemble 


1) Silz. d. künigl. bühm. Gesellsch. d. Wissenscha/ft, in Prag., 1910. 
(2) Arch. f. Protistenk., t. XXNI, 1912. 

3) Biol. Centralbl.,t. IX, 1899. 

(4) Ibid., t. XX, 1900. 
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sur les Symbiotes intracellulaires des Hémiptères (1), notam- 
ment celles de la planche VI qui ont trait aux Mycétomes de 
Cicada orni, celles de Pierantoni (2) relatives à Coccidomyces 
dactylopii rappellent absolument l'aspect des levures intracellu- 
laires des Glossines. 11 faut remarquer que dans la plupart des 
cas chez ces levures symbiotiques intracellulaires la présence 
d’asques ou d’ascospores n'a pu être constatée. Le fait ne doit 
pas surprendre puisqu'il s’agit d'organisme purement symbio- 
tique, à transmission héréditaire et qui ne passent jamais par 
suite dans le milieu extérieur. 

Ainsi les cellules des zones de régénération de Stuhlmann, 
chez les Glossines, sont des cellules géantes bourrées de levures 
symbiotiques, comparables dans une certaine mesure aux cel- 
lules des mycétomes (mycétocyles de K. Sulc), connus chez les 
Hémiptères. Mais, à la différence de ce qui s’observe chez ces 
insectes dont les mycétomes sont essentiellement cœlomiques. 
les levures intracellulaires des Glossines peuvent être libé- 
rées, par la dissociation des éléments histologiques qui les 
renferment dans la cavité intestinale et s'y développe, libre- 
ment. 

La constance absolue des zones à mycétocytes chez toutes les 
espèces de Glossines observées par Stuhlmann et par moi, mon- 
tre qu'il s'agit selon toute vraisemblance d’une transmission: 
héréditaire. Maïs l'auteur allemand, bien qu'ayant constaté 
l'existence de ces formations particulières chez des pupes 
encore éloignées de leur date d’éclosion, n’a pu remonter plus 
avant dans la genèse de ces curieuses zones. Quelle est la rai- 
son de leur localisation constante suivant une région détermi- 
née de l'intestin moyen, que représentent physiologiquement 
ou morphologiquement les éléments si curieusement hypertro- 
phiés de la muqueuse, c’est ce que je me suis proposé d’exa- 
minér. 

Il est nécessaire pour cela d’éludier les stades larvaires et la 
métamorphose ; de rechercher l'existence en premier lieu des 
levures chez la larve, et de voir quelle est leur destinée au 
cours de la nymphose. 


(4) Studien an intracellularen Symbionten. I. Die intracellularen Sym- 
bionten der Hemipteren. Arch. f. Protisi., t. XXVI, 1942, 112 pp. 
(2) Arch. f. Protist., t. XXXI, 1913. 
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LES LEVURES SYMBIOTIQUES CHEZ LA LARVE. — L'existence chez 
les larves de Glossines de levures intracellulaires correspon- 
dant à celles des zones intestinales hypertrophiées des mou- 
ches adultes n'a pas été mise en évidence Jusqu'ici. 

Elles y existent cependant, localisées comme chez l'adulte à 
l'intestin moyen, mais la région où on les rencontre, d’une 
manière absolument constante, quel que soit l’âge ou l'espèce 
de la larve, est bien différente de celle où elles se localisent 
chez les tsétsés adultes. C’est au niveau du proventricule lar- 
. vaire qu'ilconvient de les rechercher. Encore ne les observe-t-on 
uniquement que dans les cellules de la membrane externe du 
cul-de-sac proventriculaire, à l'origine même de ce feuillet 
externe, c'est-à-dire dans une région où l’épithélium ne parti- 
cipe pas encore à l'absorption de la matière alimentaire. Le pro- 
ventricule larvaire, petit renflement piriforme situé à la zone de 
Jonction de l’œsophage et du sac intestinal (fig. 1, P), est en effet 
constitué comme chez toutes les larves de mouches par trois 
feuillets épithéliaux(fig. 12). Les deux plus internes paraissent 
appartenir au stomodæum ectodermique et doivent être compris 
comme résultant du reploiement du tube œsophagien, embouti 
sur lui-mème de manière à former une valvule saillante à l'in- 
térieur de l’organe. Le feuillet externe, c'est-à-dire celui qui 
‘constitue la paroi même du proventricule, se relie insensible- 
ment à l’épithélium du sac stomacal. Comme il n'existe aucune 
ligne de démarcation précise entre les deux épithéliums à ce 
niveau et que les cellules de la paroi externe proventriculaire 
passent progressivement, en se chargeant plus ou moins de 
vacuoles graisseuses, au type habituel des cellules de l'intestin 
moyen, il y a lieu de considérer ce feuillet externe tout entier 
comme d'origine endodermique. 

Or, les cellules à levures comprennent uniquement les cel- 
lules de la partie tout à fait initiale de ce feuillet, c'est-à-dire 
les plus rapprochées du fond du cul-de-sac proventriculaire 
(fig. 12, z). Ces éléments sont assez fortement distendus, par 
rapport aux éléments voisins, bien que leur hypertrophie ne 
soit nuilement comparable à celle des zones à levures de l'in- 
testin des adultes. Ce ne sont point des cellules géantes, mais 
des éléments dont la hauteur moyenne est cependant à peu 
près le double de celle des cellules voisines. Ces cellules à 
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levures se reconnaissent à la densité particulière de leur 
cytoplasme, assez fortement colorable parce qu'il est surchargé 
par les faisceaux pressés etcompacts des levures symbiotiques, 
qui sont généralement orientés dans le sens de la hauteur des 
cellules. 

Contrairement à ce qu’on observe dans les cellules à levures 


Fi6. 12. — Coupe axiale du proventricule larvaire montrant la zone des sym- 
biotes z, constituée par les cellules du cul-de-sac proventriculaire exterre ; 
1, amas de levures libres dans la cavité; v, vacuoles graisseuses dont 
l'apparition dans les cellules traduit les fonctions d'absorption de la paroi, 
et limite l'extension des symbiotes. — Gr. 340. 


de l'intestin adulte, le noyau est situé à la base des cellules. 

Comme dans l'intestin des Glossines adultes, les levures se 
rencontrent aussi à l’état libre dans la lumière digestive ; mais 
chez la larve on ne peut constater leur existence que dans le fond 
du cul-de-sac proventriculaire (fig 12, /). On voit des amas de 
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levures coiffer la surface libre des cellules mères, alignés en 
faisceaux plus ou moins denses qui s’allongent suivant le grand 
axe de la cavité. Il ne paraît pas douteux que ces éléments ne 
se répandent plus loin dans la lumière intestinale: il est infi- 
niment probable qu'ils se mêlent plus ou moins intimement à 
la masse nourricière ingérée par la larve, mais il est impossible 
de les définir avec certitude au sein de cetle masse nourricière. 

Nous avons dit que les cellules du feuillet proventriculaire 
externe participent insensiblement aux fonctions normales des 
cellules stomacales en se chargeant progressivement de graisse. 
Or, dès j'instant où la graisse apparaît avec quelque abondance 
dans ces éléments cellulaires (fig. 12, v), les levures ne s’ob- 
servent plus dans le cytoplasme des cellules. Il faut donc en 
conclure que l'existence intracellulaire de ces éléments sym- 
biotiques est incompatible avec la physiologie normale des 
cellules du sac stomacal, lesquelles, comme nous l'avons vu, 
sont exclusivement adaptées à des fonctions d'absorption. Au 
contraire, il y a lieu de considérer que les cellules à levures 
du cul-de-sac proventriculaire sont des cellules à fonctions 
apparentes de sécrélion. On doit leur attribuer la sécrétion 
de la membrane péritrophique, membrane mince, à fonctions 
peu définies, qui s'étend comme un tube étroit jusqu'à une 
cerlaine aie dans l'intérieur de l'estomac. 

Que ces cellules proventriculaires exercent des fonctions de 
sécrétion digestive plus réelles, on ne saurait l'établir et il est 
infiniment vraisemblable qu'il n’en est rien. Mais on peut du 
moins poser ce principe que les levures symbiotiques n’intéres- 
sent que des cellules intestinales douées de fonction de sécré- 
lion externe, et n'intervenant pas dans l'absorption de l'ali- 
ment. C’est là une notion qui n'est pas sans importance pour 
se représenter le mode d'intervention physiologique des micro- 
organismes symbiotiques en question. 

L'existence constante de ces éléments symbiotiques chez les 
larves, même {rès jeunes, permet de penser qu'ils sont trans- 
mis soil héréditairement par la voie des œufs, à la manière des 
Symbiotes d'Hémiptères ou d’Orthoptères, soit plutôt par la 
sécrélion lactée maternelle. Mais mes recherches ne m'ont 
encore fourni, à cet égard, aucune indicalion précise. Je les ai 
vainement recherchés dans l'ovaire, les ovules ou les glandes 


LA NUTRITION ET LA VIE SYMBIOTIQUE CHEZ LES TSÉTSÉS 321 


nourricières. Le cyloplasme des cellules de ces dernières pré- 
sente, il est vrai, des différenciations qui rappellent assez des 
micro-organismes du type qui nous occupe. Et la localisa- 
tion des levures à l'état libre chez la larve, à l'entrée même de 
l'intestin moyen, dans le retrait constitué par le cul-de-sac 
proventriculaire, est un indice qui plaiderait en faveur de 
l'origine alimentaire de l'infection des larves. Mais je ne 
saurais actuellement trancher la question avec certitude. 


LES LEVURES SYMBIOTIQUES PEN- 
DANT LA NYMPHOSE. — Quelle est 
la destinée de ces éléments au 
cours des transformations nym- 
phales? Tout d'abord il faut noter 
que les cellules du feuillet externe 
proventriculaire, en raison de leur 
origine endodermique même, par- 
ticipent à la délamination générale 
qui rejette en bloc l'intestin moyen 
larvaire dans la cavité du nouvel 
intestin. Cette délaminälion est 


précoce. On voit en effet, dès la fin FiG. 13. — Fragment d'une 

û Re LS k : coupe transversale au niveau 
du premier jour, les cellules à A er dbidlce 
levures commencer à abandonner proventriculaires, chez une 
, : PA ca 0 5 + 4 pupe de vingt-quatre heures 
l'assise m usculaire périphérique ee de celles à 
(fig. 13). Le deuxième Jour elles levures commencent à se dé- 
sont pour la plupart complètement tacher de laÿparoi musculaire 


’ : È du proventricule. — Gr. 850. 
détachées de leur base et fragmen- 


tées en boules de dimensions inégales (Hig. 14), bourrées de 
levures, qui sont rejetées dans la lumière intestinale tandis 
qu'une nouvelle assise de petite cellules imaginales's'est déjà 
complètement constituée à la périphérie. La délamination pro- 
gresse donc ici plus rapidement que dans les régions plus 
reculées de l'intestin moyen et s'accompagne d’une dissociation 
mécanique des éléments histologiques. 

Les levures symbioliques sont rejetées dans la lumière intes- 
tinale en amas plus ou moins volumineux provenant de la 
désagrégation des cellules hôtes, quelques-unes également 
à l’état libre. Il se forme ainsi des amas denses de ces éléments 
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entre les cellules et la péritrophique. Que deviennent-ils ensuite, 
je ne saurais pour le moment le définir avec certitude, Mais il 
ne me parait pas douteux que, contrairement à ce qui paraît se 
passer pour les Symbioles d'Hémiptères, d'après les recherches 
récentes de P. Büchner (1), les levures chez les Glossines 
ne sont pas véhiculées par des mycétocytes, mais se répandent 
librement dans le contenu du tractus intestinal. 

Celui-ci est constitué d’abord par les restes de la sécrétion 
nourricière ingérée antérieurement par la larve, puis par 


Fic. 14. — Dissociation de la zone des symbiotes proventriculaires chez une 
pupe de quarante-huit heures de G. tachinoïdes. Fragmentation des cellules 
et mise en liberté partielie des levures intracellulaires. Fragment de coupe 
transversale. — Gr. 859. 

le plasma extérieur qui remplit, comme nous l'avons dit, 

la cavité du nouvel intestin, lorsque l’assise épithéliale ima- 

ginale a achevé de se constituer. Il n'est pas facile de mettre 
en évidence avec certitude au sein de ces plasmas divers, 
denses, très colorables, des éléments à contour aussi peu 
défini que ces? micro-organismes. Mais on les retrouve avec 


1) Studien an intracellularen Symbionten. II. Arch. [Proust w.IXXXIX, 
n° 1, août 1918. 
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certitude dès le”quatrième jour, en nombre plus ou moins 
important, dans une zone très carac'érisée du nouvel épithé- 


. lium. On voit en effet (fig. 15), dès les premiers moments de la 


constitution de l'intestin imaginal, se différencier vers le tiers 
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FIG. 15. — Coupe sagiltale d'une pupe de G{. palpulis au quatrième jour de 
la nymphose, montrant l'englobement des restes de l'estomac larvaire (e) 
par l'intestin moyen imaginal (i) et la différenciation précoce de la zone 
des symbiotes imaginaux suivant un anneau transversal e, s; e, restes de 
l'estomac larvaire et du plasma non diffusé englobés par l'intestin moyen 
imaginal à; s, anneau des symbiotes imaginaux; p, substance basophile de 
remplissage; ov, ovaire; r, rectum. — Gr. 30. 


postérieur du nouveau sac intestinal (4), qui circonscrit com- 
plètement et englobe les restes .de l'estomac larvaire (e), une 
sorte d’anneau épithélial (s) qui tranche nettement par sa 
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colorabilité plus intense et son épaisseur plus grande sur le 
reste de l'intestin. Cette zone s'étend transversalement et un 
peu obliquement par rapport au grand axe du sac intestinal. 

Les cellules qui la constituent sont près de deux fois plus 
hautes, dans la partie moyenne de cette zone, que les autres 
cellules de l’épithélium imaginal. De plus, tandis que ces 
dernières ont un contour mal défini, montrent un cytoplasme 
extrêmement vacuolisé, peu chromatophile, et un petit noyau 
occupant le milieu de l'élément, les cellules de l'anneau des 
Symbiotes (fig. 16) ont un cyto- 
plasme dense, fortement baso- 
phile, un contour très net,un 
noyau volumineux basilaire, 
pourvu d'un nucléole très appa- 
rent. Ces éléments cellulaires 
s'ouvrent individuellement par 


ÿ\ TE Dre & un prolongement tubuliforme 
ÀT = ASS "1 dans la lumière intestinale. Il 
FR LEE s'agit donc de cellules à fonc- 

ai tions glandulaires et l'anneau 

VA des Symbiotes représente dans 


F16.16. — Coupe au niveau d'un frag- sa totalité, à ce stade, une réu- 
ment de l'anneau des symbiotes nion de glandes unicellulaires 
chez une pupe de quatre jours, Fan £ : 
montrant le début de l'envahisse- spéciales groupées en une assise 
ment des cellules glandulaires par continue sur une faible épais- 
les levures /. Cerlains éléments re 
sont encore privés de symbiotes. seur initiale. 
— Gr. 1350. Dès le quatrième jour de la 

nymphose on peut nettement 
retrouver les levures à l’intérieur du cytoplasme de ces cellules 


glandulaires (fig. 16, /). Elles y sont encore relativement peu 


nombreuses et certains éléments de la zone en paraissent mème, 


encore totalement dépourvus. Mais rapidement leur nombre 
s'accroît et en même temps les éléments qui les abritent per- 
dent leur aspect initial. Le noyau d'abord basilaire devient sub- 
médian et le eanal tubuliforme qui faisait communiquer libre- 
ment ces éléments avec la lumière intestinale cesse d’être visible. 

Pendant la majeure partie de la nymphose l'anneau des sym- 
biotes reste à un état de développement médiocre. Il subit sur- 
tout, par suite de l’éltirement du sac intestinal primitil et de la 
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formation des anses digestives, des déplacements résultant de 
l'inégalité de croissance ou d’allongement des parois intesti- 
nales. D'anneau transversal continu qu'il était primitivement, 
on le voit dès le dixième Jour prendre une position manifeste- 
ment oblique (fig. #, s); 1l tend de plus en plus à se placer 
suivant la longueur du tractus intestinal, position qu'on lui 
constate chez l'adulte, et sa forme devient quelconque. Au 
quatorzième jour (fig. 17), une coupe transversale du tractus 
intestinal dans sa région moyenne montre la transformation de 
l'anneau en bandes longitudinales. 

Ainsi se trouve progressivement 
réalisée l’apparente disposition en 
bandes longitudinales irrégulières 
que nous avons signalée chez la 
Glossine adulte. 
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LES GLOSSINES 
Fic. 17. — Coupe transver- 
POSITION DE LA QUESTION sale d’une anse digestive 
de l'intestin moyen chez 
3 re une pupe de quatorze jours, 
Dans tout ce qui précède, nous montrant la zone des sym- 


avons sans-hésitalion utilisé le terme biotes s agencée suivant 
7 É pue . deux bandes longitudinales 
de Symbiotes pour caractériser les symétriques. — Gr. 100. 
levures héréditaires, intra- ou extra- 
cellulaires, que nous avons signalées, à tous les stades de la vie, 
dans l'intestin des Glossines. La plupart des auteurs qui ont 
traité des Mycétomes d'insectes et des formations réactionnelles 
analogues, produites par des Ascomycètes ou d’autres micro- 
organismes de nature plus ou moins précisée, ont fait de même. 
Cette question est actuellement très discutée. Nous avons 
été ramené par hasard, en étudiant le détail des phénomènes 
de la nutrition chez les mouches tsétsés, à poser à nouveau, au 
sujet de ces insectes, la question de la vie symbiotique. Exami- 
nons de plus près comment se pose cette question pour les 
Glossines et quels arguments nous pouvons apporter en faveur 
du rôle physiologique joué par les levures qui nous occupent 
dans la vie de ces Diptères piqueurs. 
La compréhension du rôle physiologique des mycétomes 
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d'Homopières, mycétomes exclusivement cæœlomiques, est évi- 
demment complexe : aussi les interprétations des auteurs à ce 
sujet sont-elles très variées. Tandis que Karel Sulc leur accorde 
une action bactéricide, Pierantoni admet qu’ils exercent une 
acüion chimique sur les sucres absorbés; et plus près de nous 
Portier (1) leur confère un rôle mixte de transformateur chi- 
mique, allié, conformément à sa théorie, avec celui de « fabrique 
de Symbiotes ». 

Chez les Glossines l’interprétalion paraît immédiatement plus 
facile, en raison de la localisation purement intestinale de ces 
levures. Les zones à levures de l’intestinde ces mouches ne sont 
pas rigoureusement comparables d'ailleurs, au point de vue ana- 
tomique, aux mycétomes cælomiques des Hémiptères, for- 
mations réaclionnelles spéciales constituées par des groupe- 
ments de mycétocytes ou cellules à levures, sous une enve- 
loppe commune. C’est avec les cellules à levures de l'intestin 
du Coléoptère Anobium paniceum que le rapprochement peut 
être le mieux établi. Chez cet insecte, comme chez les Glos- 
sines, les cellules à levures sont des éléments particuliers de 
l’épithélium appartenant à une zone bien définie de l'intestin 
moyen. Comme chez les Glossines aussi, ces levures passent 
de la larve à l'adulte, et l'importance de leur développement 
dans les cellules varie suivant les stades évolutifs de la vie de 
l'insecte. Ainsi qu'Escherich l'a fait remarquer, il existe, en 
effet, un rapport direct entre l’activité alimentaire du Coléop- 
tère et l'abondance des levures, et cette constatation parle 
nettement en faveur du rôle joué par ces éléments dans la 
nutrilion de l'hôte. C’est chez la larve, où l'activité nutritive 
est la plus grande, que les cellules à levures sont les plus 
développées. Pendant la nymphose, le tractus intestinal est au 
repos et les levures ne s’y observent plus qu'en petit nombre ; 
elles réapparaissent en plus grande abondance chez l'adulte, 
quoique moins développées que chez la larve, parce que l’acti- 
vité nutritive de l'adulte est également moindre. 

Chez les Glossines nous avons pu faire, on l’a vu, des consta- 
tations analogues : l'importance du développement intracellu- 
laire des levures est en rapport étroit avec l'activité nourri- 
cière, et, on peut le préciser, avec le développement des séeré- 


(1) Les symbioles. Paris, Masson, 1M8. 
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tions digestives. Chez la larve, nourrie d'un lait directement 
assimilable et chez laquelle, nous l'avons dit, l’épithélium 
digestif n'a pas à intervenir dans la préparation chimique de 
l'aliment, Les levures symbiotiques ne s'observent qu’en quan- 
üté beaucoup moindre que chez l'adulte. La zone des mycéto- 
cyles proventriculaires est des plus restreintes, et ni la surface 
relative couverte par cette zone, ni le degré d'hypertrophie des 
cellules à levures ne peuvent se comparer à ce que l’on observe 
chez la mouche adulte. S'il est permis de parler du rôle joué 
par les micro-organismes dans les cellules proventriculaires des 
larves, ce ne peut être apparemment que d'une action irrita- 
live locale, qui concourt peut être à activer la sécrétion péri- 
trophique, mais qui est sans doute d’imporiance secondaire 
au point de vue de la nutrition générale. 

Pendant la majeure partie d: la nymphose, où l'activité 
digestive des celluies intestinales est pour ainsi dire nulle, 
où la sécrétion péritrophique est également abolie, l’impor- 
tance prise par la zone des levures est encore moindre que 
chez la larve. Ce n'est que lentement, nous l'avons dif, qu'on 
voit se développer l'anneau des Symbiotes. Cependant, vers le 
dixième jour, il est possible de noter, exclusivement au contact 
des cellules à levures, des traces d'action disestive, s'exerçant 
aux dépens de la masse plasmatique qui remplit l'intestin 
moyen. La réaction colorante de celte substance passe brusque- 
ment d'une basophilie à une éosinophilie intense, mais seulement 
le long de la surface de contact avec les cellules à Symbiotes. 

C'est surtout vers la fin de la nymphose (fig. 5) qu'on voit 
ces dernières manifester, sous la pression des levures, une 
hypertrophie marquée, contemporaine de la disparition com- 
plète du plasma intestinal et des transformations brusques 
corrélatives de l'épithélium, traduites par l'émission des boules 
aultoltomiques. Mais c'est seulement chez les mouches adultes, 
en cours d'activité nutritive, que l'hypertrophie des cellules à 
Symbiotes et le développement de la zone en question acquiè- 
rent toute leur ampleur. 

Ainsi s'accuse déjà nettement la donnée suivante : c'est que 
le développement relatif des levures intracellulaires est lié 
chez les Glossines à l'activité de la digestion; mais on peut 
aller plus loin encore. 
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Nous avons vu que chez la larve, comme chez l'adulte, les 
seules cellules qui sélectionnent les levures sont des cellules 
caractérisées morphologiquement par des propriétés particu- 
lières de secrétion. Chez la larve, ce sont les cellules qui sécrè- 
tent la péritrophique; il n’y a point de chimisme intestinal 
manifeste, et les levures se cantonnent, en abondance assez 
restreinte dans des éléments faiblement hypertrophiés. Chez 
l'adulte, les seules cellules qui offrent un développement mycé- 
lien sont des cellules qui se distinguent de toutes les autres, dès 
le début de la nymphose, par une morphologie particulière, 
en rapport avec des fonctions glandulaires. Or, nous avons 
également constaté, en éludiant la digestion chez la mouche 
adulte, que toute la partie initiale de l'intestin moyen ne 
paraît pas agir sur la digestion du sang; mais que celle-ci se 
trouve réalisée brusquement d’une facon complète, lorsque 
la masse sanguine ingérée a franchi la zone des levures. 

Et si l’on réfléchit au développement considérable pris par 
les cellules géantes, à l'ampleur des bandes hypertrophiées de 
la muqueuse qui font saillie dans la lumière intestinale, l'obs- 
truant presque complètement par places, on conçoit que la 
suractivilé des sécrétions de pareils organes puisse Jouer un 
rôle important dans la digestion des mouches. 

La mulliplication des levures dans le cytoplasme des cellules 
séantes est telle que ce dernier est réduit à peu de chose et 
que chaque cellule géante, chaque mycétocyte, pour donner à 
ces éléments leur appellation réelle, représente un véritable 
sac à levures. Et, bien que le noyau hypertrophié, à nucléole 
volumineux, de ces curieuses cellules traduise une activité 
fonctionnelle intense, on peut se demander, étant donnée l’im- 
portance prise par la masse des levures dans le complexe cellu- 
laire, si cene sont pas directement les diastases des levures qui 
réalisent par elles-mêmes la plus grande partie de la digestion 
du sang. 

La question du rôle joué par ces éléments mycéliens dans 
la digestion sanguine ne saurait ètre abordée de facon plus pré- 
cise pour le moment, en l'absence de données plus stricte- 
ment expérimentales. Toutefois l’ensemble des observations que 
nous avons fait ressortir nous autorise déjà, pensons-nous, à 
conclure fermement à une Symbiose entre les Glossines et les 
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levures. On peut affirmer que les zones à caractère réactionnel 
de la muqueuse des tsétsés adultes, où ces micro-organismes 
s'observent d'une façon constante, jouent un rôle considérable 
dans la nutrition de ces mouches. Mais, à la lumière de don- 
nées d’un autre ordre, il nous semble permis d'aller plus loin 
encore, et de concevoir les particularités d'hémophagie stricte et 
de pupiparité sur lesquelles nous avons précédemment insisté, 
comme une conséquence directe de leur vie symbiotique. Si les 
tsétsés sont devenues des Stomoxyides suceurs de sang exclu- 
sifs, si l'alimentation de ces mouches a pu se faire entièrement 
et exclusivement aux dépens du sang de certains types de Ver- 
tébrés supérieurs, si enfin leur développement a pris ce carac- 
tère si spécial de la pupiparité, avec toutes les conséquences 
adaptatives qu’elle comporte chez la mère comme chez le pro- 
duit, nous pensons qu'il en faut chercher la raison dans les 
particularités d'un chimisme intestinal où se retrouvent comme 
éléments importants, sinon fondamentaux, les sécrétions diasta- 
siques des levures symbiotiques. - 

La question de la vie symbiotique des Glossines, telle que 
nous venons de la poser, ouvre ici des horizons biologiques 
d'une ampleur considérable, et qui dépassent un simple intérêt 
de curiosité. Tout d'abord, l'adaptation au régime sanguivore 
exclusif a eu, en effet, comme nous l'avons indiqué-plus haut, 
des conséquences redoutables au point de vue de la transmis- 
sion élective par ces mouches d’un grand nombre de trypano- 
somes pathogènes africains. S'il faut chercher dans l'associa- 
üon symbiotique des Glossines avec certaines catégories de 
levures, Le déterminisme de leur régime alimentaire, il faudra 
également, par suite, rapporter à ce type de Symbiose toutes 
les conséquences pathologiques qui dérivent de l’adaptation 
au régime hémophage pur. Dans ces conditions, ce n'est plus 
aux mouches {sétsés seules qu'il faudrait relier le cycle néfaste 
des agents des trypanosomiases, mais bien à l'association sym- 
biotique levure-glossine, telle que nous l'avons définie. 

Le régime hémophage pur parait avoir eu d'autre part, pour 
les mouches en question, une autre conséquence biologique, 
d'importance pratique moins grande, mais qui se relie à tout 
ce que nous venons de dire, au sujet des phénomènes de la 
nutrilion. Il semble avoir déterminé la pupiparité, c'est-à-dire 
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le développement intégral des larves. en petit nombre, dans 
l'utérus maternel, aux dépens de sécrélions exagérées des 
glandes annexes, avec toutes les conséquences précédemment 
passées en revue, qu'un semblable régime alimentaire a pu 
présenter pour l'évolution des larves et des pupes. Le cycle 
des phénomènes biclogiques qui ont permis l'avènement de ce 
type de développement pupipare, ayant sa base mème dans 
l'alimentation intensive du parent, il peut être conçu comme 
une conséquence secondaire de la nutrition symbiotique. Si 
cetle conception, comme les précédentes, est exacte, on devra 
retrouver chez les autres Diptères pupipares des associations 
symbioliques nutriciales analogues à celles des tsétsés, et, au 
contraire, constater leur absence chez les diptères piqueurs 
non pupipares, en particulier chez les Stomoxyides, les plus 
directement alliés aux glossines, mais non doués d'hémophagie 
stricte et de pupiparité. C'est ce que nous allons examiner avec 
quelque détail, parce que c'est là, croyons-nous, que réside le 
point crucial de notre démonstration. 

Les mouches Isétsés ou Glossines occupent biologiquement 
une siluation tout à fait à part dans la série des Diptères. Si, 
par leurs caractères extérieurs, ces mouches se rattachent 
indiscutablement à la tribu des S/omoxyides, dont le type le 
plus répandu n’est autre que le Stomoxe ordinaire des écuries, 
par leurs conditions de nutrition et de développement elles 
sont au contraire infiniment plus voisines du groupe héléro- 
gène des Pupipares, qui, très différenciés par leur vie parasitaire 
exclusive, ne paraissent offrir morphologiquement aucun lien 
de parenté directe avec les Glossines. Pour la thèse qui nous 
occupe, l'étude comparative des représentants de ces groupes 
divers de diptères hémophages, pupipares ou non, offre, on le 
conçoit, un intérêt de premier ordre. 

J'ai étudié avec soin, pour y rechercher la présence de for- 
malions mycéliennes comparables à celles des Glossines, le 
tractus intestinal de Diptères hémophages variés, non pupi- 
pares : Culicides, Tabanides, larves d'Auchmeromyia luteola, 
Slomoxes, Lyperosia. Chez aucun de ces insectes, je n'ai pu 
constater l'existence de Schizomycètes intestinaux intracellu- 
laires et constants. 

Tous ces diptères s'alimentent de sang, mais aucun d'une 
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façon exclusive. Examinons, en particulier, à ce point de vue, 
le cas des Stomoxyides non pupipares (Stomoxes, Lyperosia) qui 
sont les Muscides les plus manifestement voisins des Glossines. 

Le tractus intestinal des Stomoxes et des Lyperosia, bien 
qu'il ne présente aucune trace de formations réaclhionnelles à 
levures symbiotiques, est aple à la digestion complète du sang 
ingéré. Mais, si l'on étudie avec soin les besoins alimentaires 
réels de ces Muscides, on constate que si une alimentation san- 
guine leur est nécessaire, elle ne leur est point suffisante pour 
vivre. Peu de temps après s'être gorgés desang sur un hôte mam-- 
mifère habituel, les Stomoxes et les Lyperosies recherchent 
l'ecu avec avidité. Privées de la possibilité de se désallérer, ces 
mouches s’alimentent difficilement et souvent n'achèvent pas 
la digestion totale de la masse de sang qu'elles ont ingérée; 
elles meurent au bout d’un temps plus ou moins long, et l'on 
constate fréquemment dans ce cas que la digestion n'a pas été 
complète : il reste encore des globules inaltérés dans le tractus 
intestinal moyen. Si, au contraire, on leur fournit de l’eau en 
suffisance, on peut les conserver, sans réilérer l'alimentation 
sanguine pendant plusieurs jours. 

Ainsi, la quantité d’eau puisée dans le sang par ces insectes 
ne leur suffit pas normalement pour vivre; il est indispensable 
qu'ils en prélèvent encore à l'extérieur. Ef ce que nous venons 
de dire au sujet des Stomoxes est également vrai pour les 
Moustiques, et sans doule aussi pour tous les autres Diptères 
hémophages non pupipares. Résumons en disant que l'absence 
de symbiotes s'allie avec la non-exclusivilé du régime sangui- 
vore et l'absence de pupiparité. 

Examinons maintenant le cas des Diptères autres que les Glos- 
sines qui appartiennent à cette dernière calégorie biologique. 

Le groupe des Diptères pupipares est manifestement un 
groupe hétérogène comprenant des Diptères d’origine variée 
qui offrent en commun, par convergence, Les caractères de 
l’hémophagie stricte et de la pupiparité, tels que nous Îes avons 
définis chez les Glossines. Mais l'adaptation de ces pupipares 
à la vie plus ou moins permanente sur le corps de leurs hôtes 
vertébrés les éloigne des Glossines, mouches moins avancées 
dans leurs adaplalions parasitaires et qui ont conservé l'exis- 
tence à l’état libre des autres Stomoxyides. Si, biologiquement, 
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les phénomènes de la pupiparité sont liés à lhémophagie 
stricte, et si celle-ci n’a été rendue possible chez les Diptères 
supérieurs que grâce à l'association symbiotique avec certains 
micro-organismes, on devra, disons-nous, retrouver chez les 
Pupipares typiques des conditions d'associalion symbiotique 
superposables à celles observées chez les Glossines. 

Or, précisément dans un travail récent consacré à l'étude des 
Rickettsia de l'intestin des Mélophages (1), H. Sikora signale 
accessoirement l’existence constante, chez ces Pupipares, entre 
le premier et le deuxième quart de l'estomac, de places particu- 
lières où l’épithélium est « extraordinairement développé » ; 
ces cellules renferment de grandes quantités de /ormations se 
colorant en rose au Giemsa, et qu'il tient « pour des parasites 
semblables à ceux que Stuhlmann a décrit chez Glossina ». 
Cette appréciation, que j'ai pu vérilier directement, est exacte. 

En examinant aussi Le tractus intestinal d'un autre Pupipare, 
voisin des Mélophages, le Lipoptène du cerf, j'y ai retrouvé sans 
peine des formations à cellules géantes comparables à celles 
des Glossines adultes. Le matériel dont je me suis servi ayant 
été fixé imparfaitement à l'alcool, je n'ai pu éludier plus à fond 
les levures symbiotiques, mais il n'est pas douteux qu'il ne 
s'agisse d'organismes très voisins de ceux des tsétsés. Enfin, 
examinant un troisième type de Pupipares, l'Hippobosque des 
chevaux (/1. equina L.), j'ai constaté l'existence, également chez 
ce diptère, d'une quantité énorme de levures symbioliques 
inteslinales intracellulaires. Ces micro-organismes se présentent 
sous un aspect indisculablement identique à celui que l’on 
observe chez les Glossines. Il est facile de les étudier à l’état 
frais et sur frottis. Je ferai connaître ullérieurement, avec plus 
de détails, les caractères particuliers de la symbiose chez ces 
différents Pupipares. 

Ainsi, trois Pupipares types, pris au hasard, n'ayant mor- 
phologiquement aucune parenté immédiate aves les Glossines, 
révèlent l'existence, conformément à l'hypothèse émise plus 
haut, de l’associalion symbiotique et de ses conséquences immé- 
diates : l'hémophagie et la pupiparité. Le problème nous 
apparait donc comme résolu. Nous pouvons affirmer Ja généra- 


(1) Arch, f. Sch. u. Trop. Hyg., t. XXII, n° 24, déc. 1918, p. 444. 
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lisation de processus symbiotiques semblables chez tous les 
Diptères présentant des conditions de nutrition et de repro- 
duction analogues à celles que nous avons étudiées chez les 
mouches tsétsés. | 

Tous les Diptlères à reproduction Pupipare sont pourvus de 
Symbiotes intestinaux et doués d’hémophagie stricte. Ces trois 
caractères biologiques sont nécessairement liés l’un à l’autre. 
Il est désormais facile de se représenter le rôle des levures sym- 
biotiques dans la vie de ces différents diptères piqueurs. 

En premier lieu, il faut concevoir l'hémophagie stricte comme 
dépendant nécessairement de la présence des Symbiotes. C'est 
erâce à l'intervention de ces micro-organismes dans la digestion 
du sang que les diptères peuvent trouver exclusivement, dans 
le sang lui-même, les éléments de l’eau en quantité suflisante 
pour leurs besoins physiologiques. On peut admettre l'existence 
de diastases sécrétées par les levures qui concourent à assurer 
assez rapidement la digestion des albumines et des éléments 
figurés du sang, pour que l'organisme du diptère puisse y ren- 
contrer la totalité des éléments nécessaires à son existence. 
C'est vraisemblablement à ce rôle que se réduit l'intervention 
symbiotique des levures; mais ce rôle est indispensable. 

L'hémophagie stricte des mouches piqueuses n’est possible 
que grâce à la Symbiose. C'est une hémophagie symbiohique. 

En second lieu, la pupiparité paraît découler nécessaire- 
ment de ce régime hémophage strict ou symbiotique. Il est 
facile de concevoir qu'un tel régime, qui garantit à l'organisme 
de l'insecte une alimentation uniforme, exceptionnellement 
riche et facile, a pu permettre le développement exagéré des 
glandes utérines dont les sécrétions acerues à l'excès ont rendu 
possible le développement utérin des larves. Enfin, n'étant plus 
astreints à trouver en dehors des hôtes le complément d'eau 
propre à assurer leur vie normale, les diptères piqueurs pourvus 
de symbiotes ont pu vivre de plus en plus étroitement aux 
dépens de certains hôtes vertébrés. D'abord librement, comme 
les Giossines, qui en dehors de leurs prises de sang vivent 
complètement indépendantes des hôtes, puis de plus en plus 
étroitement. Ainsi à pu se réaliser cette remarquable série 
adaptative que nous offrent, dans le sens de l'Ecloparasitisme, 
l’ensemble des Diptères Pupipares, chez lesquels on peut suivre 
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de facon si complète, avec l'atrophie progressive des ailes et 
e] oO 

la dégradation parasitaire croissante, une modification si com- 
O , 

plète du type de la mouche. 


CONCLUSIONS 


Nous nous sommes efforcé de dégager, dans le cours de 
cette étude, l'ensemble des particularités offertes chez les Glos- 
sines à tous les stades de la vie par les phénomènes de nutri- 
tion et le fonctionnement des organes digestifs. Les données 
acquises constituent un ensemble, dont il est permis de déduire 
des conséquences, à la fois d'ordre biologique et d'ordre pra- 
tique, dignes d’intérèt. Résumons-en les traits principaux. 

En raison de l'adaptation à la pupiparité, phénomène qu’on 
peut concevoir comme lié au régime hémophage strict et 
exclusif, la larve est nourrie dans l'utérus par une sécrétion 
lactée dont les principaux éléments sont directement assimi- 
lables. Aussi l’épithélium digestif n'a-t-il pas à intervenir dans 
la transformation digestive préalable de l'aliment. Il borne son 
activité à l'absorption des produits nourriciers. Mais, pendant 
toute la vie larvaire, cette activité se porte bien davantage sur 
l'absorption des substances grasses contenues dans l’émulsion 
nourricière, que sur celle des substances de nalure protéique. 
Il y à ainsi saturation précoce de l'organisme en matières 
grasses, et insuffisance notaire dans la mise en réserve des 
éléments albuminoïdes, pendant la période larvaire. Tout se 
passe comme si, malgré son alimentation intensive, la larve de 
Glossine, en raison de la priorité d'absorption des matières 
grasses, par son épithélium digestif, voyait la majeure partie 
de son aliment protéique demeurer extérieur à son organisme, 
condamné à une stase pure el simple dans la cavité stomacale. 

Lorsque la larve quitte l'utérus maternel, cessant ainsi de 
recevoir de nouvel aliment, l’épithélium digestif a achevé 
d'épuiser lés matières grasses contenues dans la cavité stoma- 
cale, et seulement alors peut se produire, sans doute par un 
simple phénomène de dialyse. l'absorption massive des 1prin- 
cipes albuminoïdes solubles qui surchargent cette cavité. 

Le début de la nymphose correspondrait donc, au point de 
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vue du fonctionnement de l'intestin moyen, à la période de jeûne 
physiologique pronymphal des larves de mouches ou asticots 
ordinaires. C'est la période au cours de laquelle le tractus intes- 
Linal achève l'absorption des aliments ingérés. Cette période, 
chez les Glossines, se trouve retardée, pour les raisons physiolo- 
oiques ou plus simplement physiques que nous avons exposées. 
Elle prend place dans les deux ou trois premiers jours de la 
nymphose. Malgré les apparences, c'est là un fait qui retentit 
. fortement sur la marche générale des métamorphoses, parce 
que ses conséquences physiologiques sont très profondes. L’obli- 
galion où ‘se trouve un organisme en pleine crise physiolo- 
gique, d'assimiler et d'élaborer une masse très considérable de 
malière nutritive, alors que les échanges circulatoires sont 
nuls, les phénomènes respiratoires singulièrement compromis, 
ne va pas sans apporter à la marche normale du processus 
nymphal une complication redoutable. Celle-ci se traduit, à la 
fois, par une augmentalion sérieuse dans la durée de la nym- 
phose et aussi par une diminution marquée dans la résistance 
vitale des pupes. 

La durée de la nymphose est, chez les tsélsés, près de cinq 
fois plus grande pour la mème moyenne thermique que celle 
des mouches vulgaires. D'autre part, comme nous l'avons 
montré, les pupes des fGlossines sont des pupes fragiles, ne 
s'accommodant que d'une température sensiblement égale, et 
ne résistant pas à des écarts thermiques fréquents. En narti- 
culier, toute élévation, mème légère, de leur moyenne normale 
compromet leur existence. Ne faut-il pas voir dans la rigueur 
de cet accommodement à une température donnée la consé- 
quence même de la complexité particulière des phénomènes 
physiologiques dont l'organisme nymphal des tsétsés est le 
siège ? Et nous trouvons ainsi, dans l'étude des processus spé- 
ciaux de la nutrition, pendant la métamorphose, un appui 
logique en faveur de la méthode rationnelle de destruction 
des pupes par la chaleur solaire, telle que nous l’avons préco- 
nisée. Le principe de l'éclaircissement des gîtes, renforcé par 
les considérations qui précèdent, reste la base fondamentale des 
mesures d'action à prescrire contre ces redoutables insectes. 

Au point de vue biologique pur, enfin, l'étude des conditions 
de la nutrition chez les adultes fait ressortir des faits curieux, 
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dont la portée dépasse aussi sans doute les limites de la science 
pure. Ces mouches particulières, qui représentent, quoique 
vivant à l’état libre, des parasites aussi profondément et entiè- 
rement adaptés à la nutrition sanguine que des ecloparasites 
permanents, doivent l'exclusivité de leur régime alimentaire 
hémophage à une symbiose étroite avec des levures intra- el 
extra-cellulaires, qui se développent dans une zone spécialisée 
de l'intestin moyen. Cette association symbiotique, que nous 
avons d'autre part trouvée constante chez les diptères qui 
participent aux mêmes conditions de développement que les 
Glossines, permet de comprendre, du même coup, toutes les 
singularités d'adaptation biologique de ces mouches : d’abord, 
au sens général, la pupiparilé avec toutes les conséquences 
qu'elle comporte au point de vue du mode de développement 
des larves, et de la marche de la nymphose : ensuite, comme 
conséquence d'un régime alimentaire exclusif (Lémophagie 
stricte) aux dépens du sang des vertébrés, le rôle particulier 
que les tsétsés jouent dans le cycle évolutif des trypanosomes 
et des parasites sanguicoles variés. Tous ces faits se relient 
entre eux les uns les autres, à tel point qu'il nous parait per- 
mis de définir toutes les particularités biologiques générales 
des tsétsés, et celles des Diptères Pupipares typiques, comme 
la résultante plus ou moins directe de leur vie symbiotique 
avec des micro-organismes intestinaux du groupe des levures. 


L'ANTISEPTISATION DES VÊTEMENTS DU COMBATTANT 
ÉTUDE EXPÉRIMENTALE 


PA FPHEIN E.  FERNBACIH, et G"RULLIER: 


On admet sans conteste aujourd'hui que le projectile, non 
infectieux par lui-même, en entraînant des fragments de vète- 
ments souillés, fait pénétrer dans la plaie un grand nombre 
d'agents pathogènes et détermine ainsi le plus souvent l’appa- 
rilion de deux des complications les plus redoutables des bles- 
sures de guerre : la gangrène gazeuse et le tétanos. 

Le netloyage précoce de la plaie, l'injection de sérum anti- 
télanique pratiquée le plus rapidement possible après les bles- 
sures ont été préconisés et ont fait leurs preuves: mais lors 
des dernières opérations militaires, la guerre de mouvement 
ayant fait sa réapparilion sur les champs de bataille, l'exécu- 
tion de ces deux méthodes fut rendue plusdiflicile, et l'infection 
des plaies de guerre qui avait à peu près disparu pendant la 
guerre de tranchées reprit une croissante intensité. 

Devant cette recrudescence, l'étude de nouveaux procédés 
prophylactiques s’imposait et l’on songea à imprégner directe- 
ment les vêtements de substances antiseptiques. 

Divers essais tentés dans ce genre par Mary Davies et 
Taylor (1) avec le pixol (mélange de crésol et de savon noir) 
avaient donné d'excellents résultats sur des infeclions variées. 

Carnot (2), avec des savons de cuivre et de zinc, a obtenu 
les mêmes succès sur les agents de la suppuraltion, le perfrin- 
gens, le tétanos. 


(1) L'antiseptisation des vêtements militaires comme moyen prophylac- 
tique de l'infection des plaies de guerre, par Mile Mary Davies, bactériolo- 
giste au Robert Walton Goelet Research Found, hôpital militaire VR 76, à 
Ris-Orangis (Archives de Médecine et de Pharmacie militaires, 1916, p. 227). 

(2) Carnor. Du rôle des vêtements dans l'infection des blessures de guerre ; 
essais de prophylaxie par antiseptisation des vêtements (Archives de Méde- 
cine el de Pharmacie mililaires, août 1916, p. 221). 
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On s'explique mal pourquoi ces travaux n'ont pas élé pour- 
suivis. 

En présence de l’indéniable importance de la possibilité 
d’antiseptiser les vêtements d’uniforme, nous avons résolu 
de reprendre la question du point de vue expérimental. 

Nos premières investigations portèrent sur l’action d’un seul 
antiseplique, le naphtolate de soude, vis-à-vis : 1° des microbes 
habituels d’une étoffe portée pendant un séjour prolongé dans 
la zone de combat; 2° vis-à-vis de drap souillé avec les microbes 
de la gangrène gazeuse expérimentale. 

Le résullat obtenu dans celte première série d'expériences 
(retard de 24 heures sur les témoins dans l’éclosion des phéno- 
mènes infectieux) nous incita à tenter de nouvelles recherches 
sur des antiseptiques à la fois moins coûteux et plus actifs. 

Leur exposé fait l’objet du présent mémoire. 


CHOIX D'UN PRODUIT ANTISEPTIQUE. 


Si les substances antisepliques sont fort nombreuses, les 
conditions toutes particulières que nous imposait le problème 
dont nous cherchions la solution devaient limiter notre choix. 

Il fallait, en effet, que le ou les produits employés fussent à 
la fois d'un prix de revient minime, non toxiques pour l'indi- 
vidu, à la dose nécessaire pour arrêter ou retarder l'infection, 
non irritants pour les téguments externes, sans action nuisible 
sur les étoffes, et enfin, d’un pouvoir antiseptique élevé. 

Les produits auxquels nous nous sommes adressés sont : 

1° L'huile de houille, distillant entre 210° et 270°, soit seule 
et solubilisée sous forme de savon, ou au moyen d'un de ses 
solvants naturels, tétrachlorure de carbone, elc., soit addi- 
tionnée d'un autre produit antiseplique, bichlorure de mer- 
cure, acide benzoïque ; | 

2° L'acide hydrofluosilicique, également soit seul, soit addi- 
tionné de bichlorure de mercure. 

Ce produit nous fut indiqué par M. le professeur Fernbacb, 
chef de service à l’Institut Pasteur, qui nous fit connaître le 
rôle important joué par cet antiseptique dans les industries de 
fermentation. 

Pour des raisons que nous exposerons en détail plus loin, 
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il nous à paru avantageux de faire sur la mème étoffe deux 
imprégnalions successives avec les deux produits qui nous 
avaient donné les meilleurs effets. 

Les draps ont alors été traités d’abord, par l'acide hydrofluo- 
silicique, puis séchés et après dessiccation par le mélange 
huile de houille, bichlorure de mercure. 

L'huile de houille qui a servi à nos expériences pèse 4° Baumé. 

L'acide hydrofluosilicique pèse 8° Baumé, ce qui correspond 
sensiblement à une solution à 7 gr. 5 p. 100. 

Le bichlorure de mercure ajouté à l'huile de houille est 
employé au titre de 1/4.000. Quant à l'acide benzoïque nous n'en 
dirons que peu de mots, la cherté de son prix devant le faire 
écarter; toutefois nous mentionnerons les résultats observés 
dans les expériences exécutées avec ce produit. Son titre dans 
nos solutions est de 4 p. 100. 

De mème nous éliminons volontairement de ce travailtoutes 
les recherches d'ordre pratique sur la solubilisation de l'huile 
de houille. 

Forcés de nous limiter, nous ne ferons que résumer en 
quelques tableaux nos principales expériences tant en ce qui 
concerne la gangrène gazeuse que le tétanos, et nous passerons 
sous silence toutes celles qu'il nous a fallu exécuter en vue de 
déterminer les doses mortelles de cultures microbiennes dont 
nous nous servions pour souiller nos draps, ainsi que les doses 
actives des substances antiseptiques. 


EXPÉRIENCES SUR LA GANGRÈNE GAZEUSE EXPÉRIMENTALE 


1° CONSIDÉRATIONS GÉNÉRALES SUR L'ÉTIOLOGIE DE CETTE INFEC- 
‘mon. — Les travaux récents sur cette complication des plaies 
de guerre prouvent que la gangrène gazeuse est le fait d'une 
associalion microbienne. Les agents pathogènes sont apportés, 
avons-nous dit, par la boue, le fumier, les débris vestimen- 
taires, mais leur développement est favorisé par certains fac- 
teurs mécaniques dont les principaux sont : les grands déla- 
brements musculaires accompagnés ou non de lésions osseuses 
et vasculaires, surtout lorsque ces dernières portent sur les 
gros troncs artériels. 
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Dans la technique de nos inoculations nous avons donc dû 
tenir compte de ces facteurs mécaniques. 

Il reste cependant bien entendu que nos expériences ne 
portent que sur la gangrène gazeuse expérimentale, provo- 
quée par l'introduction dans les plaies de débris vestimen- 
taires souillés et s'accompagnant de lésions graves de la région 
inoculée. 

Les autres cas, où la plaie est directement infectée par de la 
boue ou du fumier, n’ont pas été envisagés dans ces expériences 
qui démontrent sans doute la possibilité de retarder ou même 
d'empêcher la gangrène gazeuse expérimentale, mais qui ne 
prouvent pas du tout, si notre méthode entre dans la pratique, 
que l’on voit disparaître complètement cette infection chez les 
blessés. 


2° T£cuxIQUE DE L'INOCULATION. — L'animal dont nous nous 
sommes servis est le lapin. Il aurait été, il est vrai, préférable 
d’user du cobaye et bien des tätonnements auraient pu ainsi 
êlre évités. La rareté de ce dernier animal sur le marché nous 
a cependant obligés à faire usage du lapin. 

Cet animal est à coup sûr moins sensible que le cobaye vis- 
à-vis de certaines espèces microbiennes de la gangrène gazeuse: 
il l'est cependant beaucoup si on l'inocule avec le bacillus 
æudematiens, de mème avec l'association microbienne employée 
par nous dans ces expériences. Au surplus cette objection ne 
doit pas nous arrêter, car, dans tous nos essais réalisant le type 
de la gangrène gazeuse expérimentale, nous nous sommes tou- 
jours adressés à des doses mortelles pour les témoins en un 
temps ne dépassant pas deux jours et demi. 

Les animaux ont tous été inoculés de la facon suivante : 

La peau de l’une des cuisses, la gauche généralement, est 
débarrassée de poils sur sa face externe, puis sectionnée aux 
ciseaux sur une longueur de 2 centimètres environ, les apo- 
névroses sont dilacérées el le plan musculaire mis à nu. 

On pratique alors en plein muscle un tunnel de 4 à 5 centi- 
mètres de long au moyen d’une paire de ciseaux à pointes 
aiguës. Les ciseaux sont retirés en ayant soin d'en écarter les 
branches de façon non seulement à agrandir la plaie, mais 
encore à broyer les muscles sur tout le trajet de l'inoculation. 
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Une fois sur trois environ une hémorragie assez sérieuse 
se produisait, circonstance éminemment favorable pour le 
développement ultérieur de l'infection. 

Aussitôt après et aussi profondément que possible on intro- 
duisait un morceau de drap de 2 centimètres carrés, aseptisé 
ou non avant la souillure et l'animal était reporté dans sa cage. 


3° TECHNIQUE DE L'IMPRÉGNATION ANTISEPTIQUE ET DE LA SOUILLURE 
DES DRAPS INOCULÉS. — Du drap de capote d’uniforme a été divisé 
en deux lots et stérilisé à l’autoclave à 120° pendant une demi- 
heure. 

Nos premières expériences avaient porté sur du drap non 
stérilisé, de facon à nous mettre à peu près dans les conditions 
de la pratique, mais la flore propre au drap entrait alors en 
jeu et les phénomènes observés étaient peu nets. 

De plus nous avons vu une grande utilité à agir $ur des 
draps stérilisés au préalable, parce qu'on aurait pu nous 
objecter à juste raison que les substances antisepliques stéri- 
lisaient plus ou moins ‘une partie de nos draps alors que les 
draps-témoins ne subissaient pas la même opération. Il y aurait 
donc pu avoir, seulement, apparence de résultats favorables. 

Une fois stérilisé, un premier lot subit un trempage d’un 
quart d'heure dans un des antiseptiques sus-mentionnés, puis 
est essoré rapidement et desséché à l'air libre et à la tempé- 
ralure ordinaire, ce qui demandait de deux à trois Jours. La 
dessiccation à l’étuve et à 40° aurait été évidemment plus 
rapide, fais ce procédé peut avoir avec certaines des sub- 
stances employées, en particulier avec l'acide hydrofluosilicique, 
de graves inconvénients, et, entraîner des modifications de 
l'étoffe qui la rendent inutilisable. 

Après dessiccation certains de nos draps n’ont servi qu'un 
mois après l'imprégnation antiseptique. 

Ces draps sont alors découpés en petits morceaux de 2 cenli- 
mètres carrés, puis souillés deux ou trois jours avant l’inocu 
lation avec les espèces microbiennes produisant la gangrène 
gazeuse. 

Les draps-témoins ont été souillés en même temps que les 
draps stérilisés et sans autre préparation que la stérilisation à 
lautoclave. 
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4° ESPÈCES MICROBIENNES AYANT SERVI A NOS EXPÉRIENCES. — Ces 
espèces microbiennes sont de (rois sortes. Elles nous ont été 
obligeamment fournies par MM. Weinberg et Seguin dont les 
(travaux en matière de gangrène gazeuse font autorilé et ont 
toutes été isolées par eux des plaies de guerre. 

Ces trois espèces sont : 

Le Bacillus perfringens (collection Weinberg) ; 

Le Vibrion septique n° 1431 (collection Weinberg) ; 

Le Bacillus œdematiens (Delombre) (collection Weinberg). 

Chacune de ces espèces a été étudiée isolément d'abord tant 
du point de vue des phénemènes réactionnels qu'elles étaient 
susceptibles de provoquer chez les animaux, lorsqu'elles étaient 
inoculées sur des draps non antiseplisés, que du point de vue 
des différences apportées dans les signes de l'infection par l’em- 
ploi de drap imprégné au préalable de mélanges antiseptiques. 

Ces essais présentaient pour nous un réel intérêt; nous ne 
leur accorderons cependant qu'un développement restreint, et 
nous nous contenterons de mentionner seulement les conclu- 
sions que l’on peut en tirer. 


5° RÉSULTATS DES EXPÉRIENCES PRÉLIMINAIRES. — Vis-à-vis du 
lapin, il est nécessaire d’inoculer sur drap une assez forte dose 
de culture de 2 ou 3 jours pour obtenir la mort de l’animai en 
un temps assez long, 8 à 10 jours. Cette dose est de 1 cent. cube 
pour le Z. perfringens, de 1/2 cent. cube pour le V. septique 
n° 131. Elle est moindre pour le B. ædematiens (Delombre) qui, 
employé isolément, tue le lapin à la dose de 3/10 cent. cube 
(culture de 6 jours). 

Dans toutes ces inoculalions, la cullure a été répandue sur 
un carré de drap de mêmes dimensions el aussi également que 
faire se pouvait. 

D'cres et déjà, il est possible de noter une grande différence 
entre le pouvoir infectant de ces espèces microbiennes prises 
isolément et celui observé lorsqu'on les mélange ensemble dans 
les proportions que nous indiquerons quelques lignes plus loin. 

Dans ce dernier cas une dose minime de 1/10 cent. cube est 
largement suffisante pour amener la mort en 20 ou 30 heures 
le plus souvent. Ce fait avait déjà été s'gnalé par MM. Wein- 
berg et Srguin, nos expériences le confirment. 


L'ANTISEPTISATION DES VÊTEMENTS DU COMBATTANT 543 


Le B. perfringens est l'agent pathogène qui s'est montré le 
moins virulent pour le lapin, le P. œdematiens (Delombre) le 
plus virulent. 

L'action des antiseptiques, dans le cas présent, huile de 
bouille à 5 p. 100, huile de houille à 5 p. 100 + naphtol « à 
1/100, s’est montrée assez nette en ce qui concerne le B. per- 
fringens et le V. septique (n° 131). 

Les animaux inoculés ainsi présentaient des symptômes très 
atténués et d'une durée de 1 à 3 jours seulement, la maladie 
se terminant par la guérison. Les animaux-témoins présen- 
talent des phénomènes d'infection de 8 à 15 jours se terminant 
dans la moitié des cas par la mort avec lésions évidentes de 
gangrène gazeuse. 

Vis-à-vis du B. ædematiens (Delombre) l’action de l'huile de 
houille à 5 p. 100 naphtolée ou non est moins sensible. Tous 
les témoins sont morts, 50 p. 100 des animaux inoculés avec 
les draps anliseptisés, puis souillés, ont guéri. 

Il en a été de mème vis-à-vis du mélange microbien : B. per- 
fringens, V. septique (n° 131), B. œædematiens (Delombre). 

Ce mélange a été fait dans les proportions suivantes : 


LEP UOQ ANS ENG S EUR 
V. septique (n° 131). 
B. œdematiens. . . . 


cent. cubes de culture de 6 jours. 


D Ro 


C'est ce mélange qui dans nos expériences définitives est 
désigné sous le nom de S. O. P. 223. 

Un dixième de centimètre cube, répandu sur du drap non 
antiseptisé et desséché pendant 2 ou 3 jours suivant la tem- 
pérature extérieure, suffit pour tuer le lapin en quelques 
heures. 

Contre une association microbienne aussi virulente, l'huile 
de houille à 5 p. 100 naphtolée ou non n'a eu que peu d'action. 
Cependant les animaux présentant des retards de 24 et 48 heures 
sur lés témoins, nous fûmes amenés à étudier les effets de 
l'augmentation du taux de l'huile de houille sans naphtol et à 
compléter cette étude par l'adjonction de nouvelles substances 
antiseptiques : Sublimé au 1/4.000, acide benzoïque 1/100 joints 
à l'huile de houille à 20 p. 160, acide hydrofluosilicique à 7,5 
p. 100, fluosilicate de polassium employés seuls et séparément. 
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RÉSULTATS DES EXPÉRIENCES DÉFINITIVES 
SUR LA GANGRÈNE GAZEUSE EXPÉRIMENTALE 


TABLEAU TL (EXPÉRIENCE I). — 19 mars 1918. 


NUMÉRO DURÉE 


: ; GUÉRISON| mor: 
d'ordre de maladie + | 


[. Animaux lémoins inoculés 
avec drap non antliseptisé 
et souillé avec 1/10 de €.c. 5 ve 
de S. O0. P.:225. ; ca 


heures. 


Il. Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'huile de houille 
à 20 0/0 en solution dans 
le tétrachlorure de car- 
bone, puis souillé avec 
1A0rdetc'c de S'0P 7223; 


0 
ÿ jours. 
heures. 


IT. Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'huile de houille , 
à 20 0/0 en solution dans le “ heures. 
C CI: + sublimé au 1/#.000 : 0 
et souillé avec 1/10 de c.c. È heures. 
de S:0./P:1223;: 


IV. Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'huile de houille 
à 20 0/0 + ac. benzoïque à d jours. 
1/100 en solution dans té- 36 , heures. 
trachlorure de carbone et 
souillé avec un 1/10 de €.c. 
des ONPA2?73: 


V. Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'acide hydro- 
fluosilicique à 7,5 0/0 el 
souillé avec 1/10 de c.c. de 
5102-1293; 


VI. Animaux inoculés avec drap 
imprégné de fluosilicate de 
potassium et souillé avec \ 36 3 
1110 de c.c. du mélange 5 36 
S'AOAP-1223;: 


4S heures. 


(1) Les chiffres relatifs à l'animal 39 ne sont point contradictoires : l'animal 
a été pris au bout de 24 heures et est mort 48 heures après. 
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Le tableau 1 (expérience 1) ci-contre, contient les résultats 
observés dans nos expériences définitives vis-à-vis du mélange 
S. O0. P. 223 et portant sur ces cinq antiseptiques. 


REMARQUES SUR CETTE EXPÉRIENCE. 


Il est facile de se rendre compte que les animaux-témoins 
sont tous morts dans un temps variable de 30 à 36 heures et 
que, par contre, si l’on excepte l'essai tenté avec le fluosilicate 
de potassium qui n’a donné aucun résultat et doit donc être 
rejeté en tant que substance antiseptique, tous les autres ani- 
maux ont ou bien guéri, ou bien sont morts avec des retards 
fort appréciables. 

Des quatre antiseptiques reconnus efficaces, l’acide hydro- 
fluosilicique s’est montré de beaucoup le plus actif. Non seule- 
ment aucun des animaux n’est mort, mais aucun n'a même 
présenté un signe d'infeclion quelconque. 

Une deuxième expérience s’imposait done. Voir le tableau I 
(expérience Il) ci-dessous. Elle devait confirmer les premiers 
résultats obtenus. 


REMARQUES SUR CETTE DEUXIÈME EXPÉRIENCE. 


Cette dernière expérience est véritablement concluante. Tous 
les témoins sont morts en 60 heures au maximum. Aucun des 
animaux inoculés avec du drap antiseplisé n’a succombé pen- 
dant la durée de l’expérience. Un seul, le n° 60, est mort le 
{1 mai, c'est-à-dire 37 Jours après l’inoculation. L’autopsie a 
révélé des lésions de coccidiose très prononcées qui donnent 
raison de la mort de l'animal. Du côté de la cuisse inoculée, 
il à été impossible de découvrir à l’autopsie la moindre trace 
de lésion de gangrène gazeuse. Le drap était enkysté dans 
les muscles, et un frottis ne révéla que quelques très rares 
microbes prenant le Gram. 

Deux animaux, peut-être trois, ont bien présenté quelques 
phénomènes fugitifs dus surtout, selon nous, aux grands déla- 
brements pratiqués au moment de l’inoculation. 

Il est à noter que les draps imprégnés avec l'acide hydrofluo- 
silicique, ou bien avec le mélange acide hydrofluosilicique et 
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sublimé l'avaient été {8 jours auparavant. Cette expérience nous 
a montré également qu'il était préférable de ne pas pratiquer 
directement nos imprégnations avec la solution acide hydro- 
luosilicique-bichlorure de mereure. Si, en effet, le mélange des 


TaBLeau IT (EXPÉRIENCE Il). — 5 Avril 1918. 


NUMÉRO DURÉE 


) GUÉRISON] MORT 
d'ordre de maladie 


60 heures. 60 h. 
44 — 44 h. 
3 _ » 36 h. 


| 
| 
, TR M ar 
. Animaux témoins inoculés 
avec drap souillé par 1/10 (s 
de c.c. du mélange S.O.P. 
293. \ 
Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'acide hydro- 
fluosilicique à 7,5 0/0 et 
souillé avec 1/10 de c. c. 
du mélange S. 0. P. 223. 


. Animaux inoculés avec drap 
imprégné d'acide hydro- 
fluosilicique à 7,5 0/0 + su- 
blimé au 1/4.000 et souillé 
avec 1/10 dec.c. de S.O.P. 
293. 


. Animaux inoculés avec drap 
ayant subi deux imprégna- 
tions, la première avec 
ac. hydrofluosilicique, la 
deuxième avec huile de 
houille à 5 0/0 + sublimé 
au 1/4.000 et souillé avec 
1/10 de c.c. de S. O. P. 223. 


deux produits se fait parfaitement bien et si la solution obtenue 
est limpide, au moment du trempage de l'étoffe, il y a, pour 
une cause indéterminée par nous, décomposition partielle du 
mélange et précipitation d'une substance blanchâtre qui nous 
a paru être de la silice gélatineuse. 

Si l’on pratique au contraire la double imprégnation succes- 
sive, acide fluosilicique d'abord, puis après séchage, huile de 
houille à 5 p. 100 et sublimé, cet inconvénient disparait. 

Il peut sembler à première vue, l'action antiseptique de 
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l'acide hydrofluosilicique employé seul, se montrant nettement 
supérieure à celle de l'huile de houille à 20 p. 100 additionnée 
ou non de bichlorure de Hg, qu'il soit inutile de s'adresser à 
ces deux derniers produits et de fairé une seconde imprégnation. 

Pourquoi donc avoir conservé ces produits dans nos expé- 
riences ultérieures ? 

La double imprégnation, nous l'avons constaté à plusieurs 
reprises, rend les éloffes ainsi traitées moins sensibles aux 
lavages, c'est seulement après le deuxième que le pouvoir 
microbicide devient insuffisant. 

Un second argument plaide en faveur de cette deuxième 
imprégnalion par l'huile de houille. Nos recherches étant 
effectuées en vue de la Défense nationale, il y avait intérêt de 
dépister dans la mesure du possible les analyses que l'ennemi 
n'aurait pas manqué de faire en apprenant l'emploi par nos 
troupes de vêtements antiseplisés. 

Par la présence de l'huile de houille, produit facilement 
décelable, ôn pouvait espérer aiguiller les inves!igations sur 
une toule autre voie, permettant ainsi au corps vraiment actif, 
l'acide hydrofluosilicique, de passer inaperçu. 


EXPÉRIENCES SUR LE TÉTANOS EXPÉRIMENTAL 


Le microbe dont la culture nous fut confiée par M le D' Loi- 
seau de l'Institut Pasteur présente cette particularité, que la 
toxine qu'il secrète est d'une activité vraiment surprenante. 
Elle tue la souris à la dose ultra-minime de 1/20.000° de cent. 
cube. 

Il y avait de ce fait, pour la conduite de nos expériences sur 
cette maladie, une cause d'erreur qu'il nous fallait tout d'abord 
éliminer. 

Les antiseptiques n'ont aucune action reconnue jusqu à 
maintenant du moins contre les toxines. En présence d'une 
pareille activité, il se pouvait que les phénomènes toxiques 
dominassent les phénomènes microbiens et puissent ainsi nous 
amener à des conclusions erronées. 

Nous avons résolu cette difficulté, en lavant pendant plus 
d'une semaine les microbes dont nous avions l'intention de 
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Graphique n° 1 montrant les résultats de 
l'expérience I sur le tétanos éxpérimental. 
(En hachures : périodes d'incubation; 
en noir : périodes de maladie avec mort 
consécutive.) 


{. Animaux témoins. Drap souillé avec une goutte 
du mélange T. 

2. Drap avec huile de houille à 20 0/0 en solution 
dans le C Cl‘. Méme souillure. 

. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + sublimé au 
1/4.000 en solution dans le G Gl*. Même souillure. 

. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + ac. benzoïque 
à 1 0/0 en solution dans GGl*. Même souillure. 


2 


nous servir, puis filtrant 
la dernière eau de la- 
vage sur bougie Cham- 
berland n° L3, nous 
avons injecté un cent. 
cube du filtrat dans le 
cul-de-sac dorsal d'une 
souris et avons ainsi pu 
constater que cette eau 
de lavage était inoffen- 
sive. 

Nous avons done pu 
employer nos bacilles 
tétaniques sans crain- 
dre d'attribuer le téta- 
nos observé à des phé- 
nomènes toxiques. 

Cinq gouttes d'une 
émulsion de bacilles la- 
vés sont ajoutées à une 
certaine quantité d'eau 
stérile pour former le 
volume final de 1 cent. 
cube et constituant ce 
que dans nos tableaux 
nous désignons du nom 
de. mélange T. Une 
goutte de ce mélange 
est répandue sur un 
pelit carré de drap de 
2 millimètres de côté. 

Cette goutte est des- 
séchée sur le drap à 
l'air libre et à la tempé- 
rature du laboratoire. 

Cette dose est large- 
ment suflisante pour 
provoquer, au bout de 
20 à 24 heures, l'appa- 
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rition chez la souris 
blanche d’un tétanos ex- 
périmentalse terminant 
en 50 heures, et même 
moins, par la mort. 

L'animal réactif de 
choix pour le tétanos 
est la souris blanche, 
c'est done sur cet. ani- 
mal que les expériences 
ont été exécutées. 

Nous les résumerons 
dans les tableaux III 
et IV, ci-après. 

D'après le tableau IH 
(expérience 1), les ré- 
sultats semblent moins 
bons que pour la gan- 
grène gazeuse. On re- 
tarde la mort, on ne 
l'empêche point, dans 
la grande majorité des 
cas tout au moins. 

Le mélange antisep- 
tique, qui dans celte ex- 
périence parait ètre le 
plus actif, est l'huile de 
houille à 20 p. 100 ad- 
ditionnée de bichlorure 
de mercure au 1/4.000€. 

Ce mélange à donné 
des retards de 40 et 54 
heures sur la mort des 
témoins, de 48 et 72 h. 
sur la date d'apparition 
des premiers symptô- 
mes, un des animaux 
a mème échappé à l’in- 
fection. 


jours Suivants. 


125) 


eures 1 2 3 + 


Graphique n° 2 se rapportant à l'expé- 


+22 


rs 


rience I sur le tétanos expérimental et 
montrant l’action des divers antiseptiques 
employés sur la date d'apparition des 
symptômes et l'évolution de la maladie. 
Courbe inférieure : début de la maladie; 
courbe supérieure : date de la mort. 


. Animaux témoins. Drap souillé avec une goutte 


de mélange T. 


. Drap avec huile de houille à 20 0/0 en solution 


dans C Cl‘. Même souillure. 


. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + sublimé 


au 1/4.000. Même souillure. 


. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + acide ben- 


zoïque à 1 0/0. Même souillure. 
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Les différences d'action des trois groupes d’antiseptiques 
apparaissent d’ailleurs encore plus nettement si l’on se reporte 
aux graphiques n° 1 et 2. 

Si l’on compare maintenant la durée de l'évolution du tétanos 
expérimental chez les animaux témoins et chez ceux inoculés 
avec les draps antiseptisés puis souillés, on s’apercoit que 
chez ces derniers Ja maladie (depuis l'apparition des pre- 
miers symptômes jusqu’à la mort) affecte nne allure notable- 
ment plus rapide par rapport auxdits témoins. 

Tandis que pour les animaux témoins, on relève les chiffres 
de 28 heures, 32 heures, 32 heures de maladie, pour le deuxième 
sroupe (huile de houille à 20 p.100) on note ceux de 28 heures, 
17 heures et 17 heures. 

Pour le troisième groupe (huile de houille à 20 p. 100 
+ sublimé), 14 heures et 24 heures. (On ne compte pas bien 
entendu l'animal qui est resté indemne.) 

Pour le quatrième groupe (huile de houille 20 p. 109 + ac. 
benzoïque), 24 heures, 14 heures, 24 heures graphique n° 3). 

Les moyennes pour chaque groupe sont donc de 30 h. 36! pour 
les témoins, de 20 h. 36" pour le deuxième groupe; de 18 b. 
pour le troisième; de 20 h. 36° pour le quatrième. 

De nouvelles expériences seraient cependant nécessaires pour 
montrer si l’on doit considérer cette notion comme exacte ou 
pien s’il n’y a là qu’une simple coïncidence. En effet si l’on se 
reporte aux résultats de l'expérience suivante (n° H, voir le 
tableau IV, ci-contre), on voit que la durée de la maladie chez 
les témoins, seuls animaux qui ont été atteints et chez lesquels 
l'’inoculation avait été pratiquée avec la même culture, plus 
âgée de quelques jours il est vrai, mais suivant le même mode 
opératoire que dans l'expérience n° I, est respectivement de 
27 heures, 12 heures et 17 heures, soit une moyenne de 
18 h. 36’. Ces derniers chiffres se rapprochent donc beaucoup 
de ceux des divers groupes d'animaux inoculés avec les draps 
antiseptisés et souillés de l'expérience n° I. 

C’est pourquoi nous ne tirerons à cet égard aucune conclu 
sion ferme. 

Passons de suite à l'exposé de notre deuxième expérience 
sur le tétanos expérimental. Elle porte sur l’action de l'acide 
hydrofluosilicique seul ou additionné de sublimé ou employé 
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concurremment avec une deuxième imprégnalion au moyen de. 
huile de houille à 5 p. 100 + sublimé. 
Les résultats de cette expérience (voir le tableau IV, ci- 


<< 


Heures 


Graphique n° 3 montrant l'évolution plus rapide du tétanos une fois déclaré 
chez les animaux inoculés avec les draps antiseptisés et souillés que 
chez les témoins. 

1. Animaux témoins. Drap souillé avec 1 goutte de mélange T. 

2. Drap avec huile de houille à 20 0/0. Même souillure. 

3. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + sublimé au 1/4.000. Même souillure. 
4. Drap avec huile de houille à 20 0/0 + acide benzoïque 1 0/0. Mème souillure, 
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même un mois après leur incorporation au drap, de retarder 
ou même d'empècher l'éclosion de la gangrène gazeuse expéri- 
mentale. 

Il en est de même pour le tétanos expérimental. 

Les produits antiseptiques qui nous paraissent les plus actifs 
sont : 

1° L’acide hydrofluosilicique à 7,5 p. 100; 

2° Le mélange acide fluosilicique à 7,5 p. 100 et sublimé au 
1/4.000°. 

3° La double a des’étolfes faite successivement 
par l’acide fluosilicique à 7,5 p. 100 et L'huile de houille à 
5 p. 100 sublimé au 1/#. 000. 

Aucune de ces substances ne s'est montrée nocive pour la 
peau humaine à la dose employée. 

Des gilets de flanelle ont été portés par nous pendant dix 
jours consécutifs sans que nous en ayons éprouvé le moindre 
inconvénient, l'un de nous est cependant très disposé aux 
poussées eczémateuses. 

Pour les raisons sus-mentionnées, le mélange acide fluosili- 
cique sublimé nous semble à rejeter; par contre, en employant 
la double imprégnation des étoffes, d’abord par l'acide fluosili- 
cique à 7 gr. 5 p. 100, ensuite le mélange huile de houille- 
sublimé, 1 est ne possible de Ride d’une manière 
considérable le taux de l'huile de houille, celle-ci pouvant être 


utilisée à la dose de 5 p. 100, le sublimé restant toujours au 
titre de 1/4.000°. 


Nos expériences nous amènent à envisager la nécessité d'e en- 
treprendre des essais en grand sur l’homme. 

De ce que lesdites expériences sont probantes sur les ani- 
maux dont nous nous sommes servis el dans les conditions 
où nous sommes placés, nous nous garderons de conclure dès 
maintenant que les mêmes résultats seront observés chez 
l'homme. 

S'il en était ainsi éependant, loin de rendre inutile l’usage 
des méthodes actuellement préconisées contre la gangrène 
gazeuse el le tétanos, nous voulons parler des sérums antigan- 
greneux et antitétanique, la méthode préventive basée sur 
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l'antiseptisation des vêtements du combattant, retardant les 
aébuts de l'infection dans de très fortes proportions, en permet- 
trait au contraire un emploi plus efficace. 


Nota. — Ces expériences ont élé exécutées du 1°° novembre 1917 au 
ier juin 1918, mais vu leur intérêt pour la Défense nationale, elles sont 
restées secrètes et n'ont été communiquées à aucune Société savante. 


REPRODUCTION DES INFECTIONS PARATYPHIQUE 
ET TYPHIQUE. | 
SENSIBILISATION AU MOYEN DE LA BILE (!) 


par A. BESREDKA. 


Des progrès en matière de vaccination typhique ou paraty- 
phique ne sauraient être réalisés tant qu'on ne dispose pas de 
réactif approprié de l'infection elle-même. En d’autres termes, 
avant de se livrer à l'étude des vaccins, il importe de trouver 
un animal qui se prête à la reproduction de la maladie elle- 
même, sinon avec tous ses caractères, au moins avec ceux qui 
rappellent le plus la fièvre typhoïde ou paratyphoïde de 
l’homme. 

La péritonite du cobaye, à laquelle on a le plus souvent 
recours, ne répond qu'imparfaitement au but. Les expériences 
de Metchnikoff sur la fièvre typhoïde des anthropomorphes ont 
montré combien sont différents les caractères de cette maladie 
chez le cobaye et chez le chimpanzé. Il en a conclu que, pour 
apprécier la valeur d’un vaccin, la véritable pierre de touche 
est l’anthropomorphe et non pas le cobaye. 

Si démonstratives que soient ces expériences auxquelles nous 
eûmes l'honneur d’être associé, on doit convenir que l'emploi 
d'un animal de luxe qu'est le chimpanzé exclut l'expérimenta- 
tion sur une grande échelle. Aussi la recherche d’un animal 
plus accessible s’imposait-elle. Notre maître s’en est rendu 
compte lui-même, et lorsque, la guerre déclarée, il entreprit, 
pour apporter sa contribution à l’œuvre commune, l’étude de 
la paratyphoïde B, il s’adressa à la souris. 

Son intention fut d’abord de reproduire la maladie par la 
voie buccale, puis de rechercher le meilleur mode de vaccina- 
tion. Ses recherches d'autrefois, aujourd’hui classiques, sur le 
choléra des petits lapins, l’aiguillèrent vers les souris à la 


(1) Voir les notes préliminaires dans les Comptes rendus de l'Académie des 
Sciences, t. CLXVII, p.212; 29 juillet 1918 et t. CLXVIIT, p. 1338 ; 23 juin 1919. 
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mamelle. En effet, dès les premières expériences plusieurs 
souris nouveau-nées, nourries avec des cultures paratyphiques 
B, contractèrent la maladie mortelle ; d'autres résistèrent, 
on ne sait pas pourquoi. 

Mème sur son lit de douleur, immobilisé déjà par la maladie, 
Metchnikoff ne cessa de suivre avec intérêt ces recherches dont 
il confia l'exécution à M. Rubinstein (1), le seul travailleur de 
son entourage épargné par la mobilisation. 


* 


+ + 


Les animaux de laboratoire (lapins, cobayes, souris) sont 
sensibles à l’inoculation du virus paratyphique B. La voie 
d’inoculation sous-cutanée est moins sévère que la voie intra- 
périlonéale ou intraveineuse, mais toutes le sont suffisamment 
pour mettre la vie de l'animal en sérieux péril, même avec une 
faible dose de virus. 

Fait curieux, la seule voie qui soit pratiquement invulné- 
rable est la voie buccale. L'appareil digestif a beau être le plus 
affecté au cours de l'infection paratyphique, les expériences 
nous ont montré que des doses massives de bacilles vivants 
peuvent être ingérées par le lapin ou par [a souris, sans pro- 
voquer aucun trouble, du moins en apparence. 

Cette immunité vis-à-vis du virus ingéré ne pouvait 4 priori 
tenir qu'à l'arrêt des bacilles dans l'estomac, ou dans l'intestin, 
ou dans les deux réunis. 

Les expériences d'orientation, entreprises dans cet ordre 
d'idées sur des lapins, nous ont montré que les bacilles para- 
typhiques B, introduits par la bouche, franchissent le pylore, 
sinon tous, au moins en grand nombre, et que c'est au niveau 
de la muqueuse de l'intestin grêle que les bacilles rencontrent 
un obstacle à leur dissémination dans l'organisme. 

On pouvait dès lors se demander, s'il n'était pas possible 
d'afflaiblir cette barrière intestinale, au moins, à un certain 
degré ; s’il n'était pas possible, en modifiant la muqueuse par 
un arlifice inoflensif, en y créant au besoin une brèche très 
légère, de ménager aux microbes une issue à travers la paroi 
intestinale. : 


(4) Comples rendus de la Sociélé de Biologie, t. LXXX. 6 janvier 1917, p. 32. 
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Nous avons pensé à utiliser la bile. 

De nombreuses expériences nous ont montré que la bile de 
bœuf, donnée au lapin par la bouche, le sensibilise en effet vis- 
à-vis du virus paratyphique B, c’est-à-dire amoindrit la résis- 
tance naturelle de l’animal vis-à-vis de l'infection. 

La bile a non seulement pour effet d'enrichir le contenu 
intestinal en virus, mais encore d’inlensifier la sécrétion 
biliaire propre du lapin. Cette sécrétion renforcée déclanche 
une desquamalion intense de la muqueuse intestinale et, 
partant, favorise la résorption du virus et sa généralisation dans 
l'organisme. 

Le pouvoir sensibilisant de la bile de bœuf ingéré peut être 
mis en évidence de deux facons, soit que l’on introduise chez 
le lapin du virus paratyphique par la bouche, soit que l'on 
inocule Le virus par la voie intraveineuse. 

Nous allons examiner les deux cas. 


Les Japins doivent être considérés comme pratiquement 
réfractaires à l'infection par la voie buccale : plus d’une fois 
nous leur avons fait avaler des bacilles vivants recueillis sur 
une demi-boiîte de Roux sur gélose et même sur une boîte 
entière, sans provoquer d'autre phénomène qu'une diminution 
passagère de poids. 

Il n'en est pas de mème lorsque l'administration de virus 
paratyphique est précédée d'ingestion de bile. En ce cas, avec 
beaucoup moins de culture, on peut provoquer une infection 
mortelle en quelques jours. La maladie ne s'établit pas 
d'emblée. Après une période d’incubation de un à quatre Jours, 
pendant laquelle rien en apparence ne trahit l'état d'infection, 
les selles deviennent diarrhéiques. L'animal se tient immobile 
des heures entières dans le coin de sa cage ; c'est à peine s'il 
touche aux aliments. Il dépérit à vue d'œil; en quelques 
jours il maigrit de 300 à 400 grammes. De temps en temps 
il pousse un cri plaintif. Sa température baisse. La diarrhée 
devient profuse; le train postérieur baigne littéralement dans 
les matières. 

La maladie dure deux à trois jours et se termine en hypo- 
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thermie profonde. Quelquefois la cachexie est lente ; avant de 
mourir, lanimal {traîne une existence misérable pendant douze 
à quinze Jours, 

A l’autopsie, ce qui frappe, c’est l’aspect de l'intestin grêle. 
Fortement congestionné, quasi transparent, l'intestin est rem- 
pli, dans la grande partie de son parcours, d'un liquide vert 
visqueux, charriant des paquets d'épithélium desquamé. Les 
parois amincies par la desquamalion font ressortir de place en 
place des plaques de Peyer turgescentes. Ce qui n’attire pas 
moins l'attention, ce sont les dimensions démesurées de la 
vésicule biliaire ; celle-ci contient jusqu'à 8 cent. cubes de bile 
verte transparente lirant au bleu, ou bien de bile complètement 
décolorée et trouble. 

L'ensemencement de la bile et, le plus souvent, celui du 
sang dans le cas où la maladie n'a pas duré longtemps, donne 
une culture pure de bacille paratyphique B. Le contenu de 
l'estomac est stérile; par contre, celui de l'intestin grêle, puisé 
à différentes hauteurs, donne des colonies paratyphiques en 
abondance ; il n’est pas rare de trouver ce bacille à l’état de 
culture pure. Dans le gros intestin, on rencontre également des 
bacilles paratyphiques, mais ils sont en nombre d'autant plus 
faible que l’on est plus près de la portion terminale. 

En voici un exemple. 


ExPÉRIENCE 1. — Lapin, 1.195 grammes. 


?3 novembre, 9 h. du matin, reçoit per os 5 cent. eubes de bile de bœuf; 
4 h. du soir, température 3805. 

24 novembre, 9 h. matin, température 38°7; reçoit per os 3 cultures sur 
tubes de gélose de bacille paratyphique B émulsionnée dans du lait; 3 h., 
5 cent. cubes de bile per os; 4 h. soir, température 390. 

25 novembre, diarrhée dès le matin; 9 h. matin, température 3802; 4 h. soir, 
température 3708. 

26 novembre, diarrhée abondante; on est obligé de changer la litière plu- 
sieurs fois dans la journée; 9 h. matin, 37°2; 4 h. soir, 3604. 

27 novembre, trouvé mort. Autopsie : l'intestin grèle est congestionné dans 
presque toute sa longueur; par transparence on voit à travers les parois un 
liquide légèrement trouble; la vésicule biliaire est fortement distendue; la 
rate est petile; rien d’anormal ailleurs. 

L'ensemencement du sang du cœur et de la bile sur gélose lactosée tour- 
nesolée donne des colonies de paratyphique. L'estomac et la vessie ne 
donnent pas de culture. Le contenu de l'intestin grêle, prélevé en différents 
points, montre des bacilles paratyphiques, tantôt en culture pure, tantôt 
associés à des colonies de B. coli, Le cæcum et l'appendice donnent sur 
blaques à peu près autant de colonies bleues que rouges. Dans le côlon et 
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la partie terminale de l'intestin, les paratyphiques sont rares; on y voit 
surtout de nombreux B. coli. 


Remarquons que la bile de bœuf ingérée seule, sans microbes, 
est tout à fait inoffensive. Ce n'est donc pas parce qu'elle est 
toxique, ou parce qu'elle influe sur l’état général de l'animal, 
que la bile a le don de le sensibiliser. L'action de la bile est 
limitée à l'appareil intestinal; on peut mème dire que son 
action ne s'étend pas au delà de la muqueuse, qu'elle est, en 
d’autres termes, purement locale. 

La culture de paratyphique B, avec laquelle nous avons fait la 
plupart de nos expériences, fut isolée par nous pendant l'épi- 
démie de Verdun en 1915, chez un malade atteint d'une para- 
typhoïde extrêmement grave. Dans le courant de 1917 nous 
nous sommes aperçu que, de très virulente qu'elle était, la 
culture est devenue peu pathogène par la voie buccale. 

Ce contretemps, qui fit subir un arrêt momentané à nos 
recherches, eut l'avantage de nous orienter vers l’inoculation 
par la voie veineuse et de nous faire comparer les deux modes 
d'infections, buccale et veineuse, pour le bacille paratyphique B, 
le bacille typhique et le bacille dysentérique. Le mécanisme de 
l'infection dysentérique ayant fait l’objet d’un mémoire précé- 
dent (1), nous allons passer à l’étude des virus paratyphique B 
et typhique. 


Quand on introduit des bacilles paratyphiques B dans le 
torrent circulatoire, par la veine auriculaire du lapin, par 
exemple, on s'attend à créer une infection généralisée, plus ou 
moins grave selon la dose de virus injecté. Dans le cas où la 
dose est mortelle, on ne manque pas, en effet, de trouver une 
hémoculture positive. La conclusion semble donc s'imposer : 
le virus paratyphique tue parce qu'il envahit le système vascu- 
laire. Or, si cette conclusion est vraie pour le cas où, l'infection 
étant massive, la mort survient dans les vingt-quatre heures, 
elle est loin de la vérité chez l'animal ne succombant qu’au 
bout de plusieurs jours de maladie. Dans ce dernier cas, on 
trouve, il est vrai, aussi des bacilles paratyphiques dans le sang 


(1) Ces Annales, mai 1919, p. 301. 
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du cœur; mais on aurait tort d'en conclure à la mort par septi- 
cémie pure. Si l’on se donne la peine d'examiner l'animal 
complètement, on est tout surpris de trouver des bacilles 
paratyphiques là où l’on s'attend le moins à en rencontrer. Les 
ensemencements montrent, en effet, qu à côté de rares colonies 
fournies par le sang, une quantité innombrable de bacilles 
fourmillent dans la vésicule biliaire, dans le duodénum, dans 
le jéjunum, et bien souvent, dans le contenu de la. presque 
totalité de l'intestin grêle. Plus la mort est lente à venir, plus 
nombreux sont les bacilles dans le contenu intestinal. Pour peu 
que la maladie se prolonge pendant quelques (trois ou quatre) 
Jours, on est à peu près certain de trouver, lors de l’ensemence- 
ment de la bile et du liquide intestinal, une culture pure et 
abondante de bacille paratyphique. 

Si, de plus, l’on prend en considération la présence des 
altéralions macroscopiques de la vésicule biliaire et des parois 
de l'intestin, altérations d'autant plus frappantes que les autres 
viscères offrent un aspect normal, on ne saurait plus s'en 
tenir au diagnostic de septicémie. Celte dernière entre, certes, 
pour une part dans l’ensemble du processus qui entraine la 
mort; mais le plus gros du drame paratyphique B se joue 
certainement non pas dans le sang, mais dans l'appareil biliaire 
et intestinal. 

Bref, les lésions consécutives à l'introduction du virus para- 
typhique dans le sang sont calquées sur celles que nous avons 
observées à la suite de l'introduction du virus par la bouche. 
Le mécanisme de l'infection, lant au point de vue anatomique 
que bactériologique, est sensiblement le même dans les deux 
cas. On peut donc, sans courir aucun risque, substituer dans 
les expériences à venir l'inoculation intraveineuse, facile à 
réaliser, à l'inoculation buccale qui comporte une technique 
moins précise. 


Ce que nous venons de conclure au sujet du bacille para- 
typhique B s'applique en grande partie au bacille typhique. 
Nous disons « en grande parlie », car en étudiant comparati- 
vement les deux maladies chez le lapin, nous avons eu 
l'impression que la septicémie est quelquefois plus prononcée 
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dans l'infection typhique que dans l'infection paratyphique. 
Cette différence, si toutefois elle existe, est insignifiante. 

On sait que vis-à-vis du virus typhique introduit per os le 
lapin se montre totalement réfractaire. Il partage cette qualité 
avec tous les animaux de laboratoire. Rappelons que les 
divers procédés tentés par Metchnikoff et nous-même (1) pour 
vaincre cette immunité chez les lapins, les cobayes et les 
singes inférieurs avaient échoué; seuls les chimpanzés se 
laissèrent infecter par la bouche. 

Déjà orienté par les résultats obtenus chez le lapin avec le 
bacille de Shiga /2) et le bacille paratyphique B, nous eùmes 
naturellement l'idée de voir s'il ne se passe pas quelque chose 
d'analogue dans l'appareil digestif, lors de l'inoculation du 
virus typhique dans les veines. 

L'expérience a justifié notre attente. Lorsqu'on inocule des 
bacilles d'Eberth dans la veine auriculaire du lapin, ceux-ci 
viennent, au bout de très peu de temps, se localiser Le long de 
l'intestin grêle et y créent des lésions caractéristiques. Chaque 
fois que la mort, au lieu,de survenir rapidement, tarde pendant 
quelques jours, on trouve sur tout le trajet, qui va de la vési- 
cule biliaire au cæcum, des bacilles typhiques, tantôt associés 
au B. coli, tantôt, et le plus souvent, à l’état de culture pure. 

Au début de ces recherches une difficulté se présenta à nous : 
ce fut de trouver une dose de virus qui tuât le lapin en 
injection intraveineuse d’une manière à la fois lente (trois à 
six jours) et constante. 

Cette condition a pu être réalisée au moyen de l'injection 
d’une émulsion concentrée de virus sous up petit volume. 


Expérience Il. — 29 avril, lapin 2.000 grammes, reçoit dans les veines 
1/2 cent. cube d'émulsion de bacilles typhiques vivants (une boite de Roux 
sur gélose de vingt-quatre heures. est diluée dans 20 cent. cubes d'eau 
physiologique). 

30 avril, 1.150 grammes. 2 mai, 1.580 grammes. 3 mai, 1.500 grammes. 
5 mai, 1.300 grammes. 6 mai, 1.200 grammes. 

Depuis le 5 mai, le train postérieur est souillé de matières diarrhéiques ; 
dans l'après-midi du 6 mai, le lapin est mourant; on l’achève. Autopsie :les 
parois .de l'intestin grèle sont fortement congestionnées. De place en place 
on aperçoit des plaques de Peyer turgescentes. La vésicule biliaire est 


(4) Ces Annales, mars 1911, p. 193. 
(2) Loc. cit. 
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distendue: la bile est décolorée et renferme des concrétions blanchâtres. Le 
duodénum et le reste de l'intestin grêle, sur plus de moitié de son étendue, 
renferme un liquide vert, transparent, visqueux; ce liquide s’épaissit à 
mesure que l’on s'approche du cæcum. La partie terminale du gros intestin 
ne contient pas de matières; elle est distendue par des gaz. Le foie est 
friable. Rien d'anormal dans les autres organes. 

A l’ensemencement : le sang est stérile; la bile donne une culture pure de 
bacilles typhiques; le contenu intestinal, ensemencé en cinq points différents, 
donne trois fois une culture pure de bacilles typhiques; en deux points, 
plus proches du gros intestin, des colonies typhiques sont mélangées avec 
des colonies de B. coli; l'urine renferme des B. coli et des bacilles typhiques. 


Donc, les bacilles typhiques, introduits dans la circulation 
générale, ne séjournent pas longlemps dans le sang. Ils passent 
dans les reins et surtout dans l'intestin où ils étouffent les 
autres microbes, hôtes habituels de l'intestin. Sur un long 
parcours de l'intestin grêle, notamment dans la portion supé- 
rieure, les bacilles typhiques sont à l’état de cullure pure. Les 
seules lésions visibles, à l'examen macroscopique, sont celles 
de l'intestin grêle : ses parois sont fortement congestionnées 
et son contenu est de consistance liquide caractéristique. 

Entre ces phénomènes que nous constatons chez les lapins 
inoculés dans les veines et ceux observés autrefois chez les 
chimpanzés infectés per os, il y a plus qu’une analogie, il y a 
similitude. Nous pouvons donc conclure que, pour ce qui 
concerne le virus typhique, le mécanisme de l'infection par la 
voie veineuse ne diffère pas sensiblement de celui par la voie 
buccale. 

Donc, qu'il s'agisse du bacille d'Eberth, du bacille para- 
typhique B ou du bacille de Shiga, introduits dans le sang, ils 
s'éliminent en grande partie, sinon intégralement, par la voie 
digestive. Que l'animal ait été infecté par la voie buccale ou 
par la voie sanguine, le mécanisme du processus pathologique 
est le même : en dernier lieu, les bacilles échouent dans 
l'intestin; par le nombre d'individus qui y parviennent se 
mesure la gravité de l'infection. 


* 


* * 


Nous avons vu au début de l’article qu'en sensibilisant le 
lapin au moyen de la bile, c’est-à-dire, en lui faisant prendre 
par la bouche de la bile, avant de lui faire avaler le virus para- 
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typhique B, on peut lui faire contracter une infection mortelle. 

Cette action sensibilisante de la bile apparaît avec non moins 
de netteté, dans le cas où le virus, au lieu d’être introduit par 
la bouche, est inoculé directement dans le sang. 


Expérience II. — 8 novembre et 9 novembre, lapin 2.010 grammes, recoit 
par la bouche 8 cent. cubes de bile. 9 novembre, laissé à jeun jusqu'au len- 
demain. 

10 novembre, inoculation dans les veines de !/20 de culture sur tube de 
célose de bacilles paratyphiques vivants. 

13 novembre, trouvé mort. Autopsie : les parois de l'intestin grèle sont 
fortement hyperémiées; le contenu intestinal est liquide; la vésicule biliaire 
est-distendue; la bile est bleu foncé; rien d'anormal dans les autres organes. 

L’ensemencement du sang, de la bile et du contenu de la première moitié 
de l'intestin grêle donne une culture pure de bacille paratyphique B. 

10 novembre, lapin témoin, non sensibilisé, 1.980 gr., reçoit dans les veines 
1/20 de culture de bacille paratyphique. Survit. 


ExréRiseNcE IV. — 8 novembre et 9 novembre, lapin 1.710 grammes reçoit 
S cent. cubes de bile per os; le 9 novembre, laissé à jeun jusqu'au lendemain. 

10 novembre, inoculation dans les veines de 1/100 de culture de bacille 
paratyphique sur gélose. 12 novembre, trouvé mort. Autopsie : même tableau 
macroscopique que d'ordinaire. 

Ensemencement : sang — culture pure; bile — stérile ; dans le duodénum, à 
côté de B. coli, des colonies peu nombreuses de bacille paratyphique. 

10 novembre, lapin témoin, non sensibilisé, 1.130 grammes reçoit dans les 
veines 1/100 de culture paratyphique. Survit. 


ExpéRieNce V. — 15 novembre et 16 novembre, lapin 2.200 grammes, prépara- 
tion avec la bile; laissé à jeun pendant vingt-quatre heures. 

17 novembre, 1/100 de culture sur tube de gélose dans les veines. 

23 novembre, trouvé mort. Autopsie : contenu intestinal liquide: sang 
stérile; par contre, dans la bile et dans l'intestin grêle, sur une longue 
‘étendue, on trouve le bacille paratyphique B à l’état pur. 

17 novembre, lapin témoin, non sensibilisé, 1.990 grammes, reçoit dans les 
veines 1/100 de culture de bacille paratyphique. Survil. 


Expérience VI. — 27 mai, lapin 1.150 grammes, reçoit par la bouche 
10 cent. cubes de bile mélangée avec de la poudre de réglisse à 4 h. de 
l'après-midi. 

28 mai, 1.670 grammes, recoit 8 cent. cubes de bile à midi et à 4 h. on lui 
inocule 1/50 de culture de bacilles paratyphiques B sur tube de gélose. 

1er juin, trouvé mort. L'animal étant en état avancé de décomposition, on 
se, contente d'ensemencer le sang du cœur et la bile ; les deux donnent une 
culture pure de bacilles paratyphiques. 

28 mai, lapin témoin, non sensibilisé, 1.680 grammes reçoit dans les veines 
1,50 de culture paratyphique. Survit. 


Exeérience VII. — {1 juin, lapin 2.030 grammes, reçoit à 4 h., 10 cent. cubes 
de bile + réglisse: laissé à jeun pendant vingt-quatre heures. 
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12 juin, 1.970 grammes, reçoit à 10 h. 8 cent. cubes de bile + réglisse, à 
: h. 1/30 de culture de bacilles paratyphiques B dans les veines. 

13 juin, trouvé mort, 1.750 grammes. Contenu de l'intestin grêle est 
liquide; vésicule biliaire est grosse. Ensemencements : le sang et la bile 
donnent une culture pure de bacille paratyphique B. Le liquide intestinal, 
prélevé à différents niveaux, donne seulement des colonies de bacilles de coli. 

Le témoin, non sensibilisé, 1.750 grammes, inoculé le 72 juin, dans les 
mèmes conditions que le précédent, a fini par mourirle 20 juin; il a donc eu 
une survie de huit jours sur le lapin sensibilisé, bien qu'il ait pesé 
200 grammes de moins au moment de l'inoculation. 


EXPÉRIENCE VIII. — 13 juin, deux lapins À — 2.150 grammes et B — 
1.970 grammes, sont sensibilisés au moyen de la bile : on leur administre 
10 cent. cubes de bile mélangée avec de la poudre de réglisse, puis on les 
laisse à jeun vingt-quatre heures. 

14 juin, lapin À, pèse 2.080 grammes. Lapin B, pèse 1.930 grammes. A 10 h. 
du matin, on leur donne de la bile per os; à midi, on leur injecte dans les 
veines, ainsi qu'à un témoin de 2.040 grammes non sensibilisé, 1/24 de culture 
paratyphique sur gélose. 

16 juin, A, pèse 1.700 grammes (a perdu 380 grammes) : B, pèse 
1.600 grammes (a perdu 330 grammes), le témoin pèse 1.950 grammes (a perdu 
60 grammes). 

17 juin, À, pèse 1.620 grammes, le témoin pèse 1.900 grammes, B est 
mort. Autopsie du lapin B : 1.550 grammes; la vésicule biliaire est blanche. 
Rien d’anormal, ailleurs, excepté l'aspect de l'intestin portant des suffu- 
sions hémorragiques surtout au niveau du cæcum. Sang, bile et duodénum 
donnent une culture pure de bacilles paratyphiques B. 

18 juin, mort du lapin A. Autopsie : 1.500 grammes; la vésicule renferme 
des agrégats blancs; la bile est épaisse, décolorée. L'intestin offre l'aspect 
caractéri-tique dans toute son étendue. Rien ‘d’anormal dans les organes. 
Le sang est stérile. La bile donne une culture pure de paratyphique: il en est 
de même du contenu du duodénum et de l'intestin grêle à deux niveaux 
différents. 


Donc, l'ingestion de la bile, surtout suivie de jeùne, inof- 
fensive en elle-mème, crée chez le lapin un état d'infériorité 
incontestable. 

En faisant varier les conditions des expériences, nous nous 
sommes arrêté à la technique de sensibilisation que voici : la 
veille de l'inoculation, vers 5 heures du soir, nous faisons 
avaler à l’animal 10 cent. cubes de mélange de bile et de 
poudre de réglisse, après quoi nous le laissons à jeun; le 
lendemain matin, vers 10 heures, nous lui redonnons de ka 
bile (10 cent. cubes), puis deux heures plus tard, vers midi, 
nous inoculons le virus dans les veines. L'animal est ensuite 
remis dans sa cage, et le jeüne est levé. 

Si nous ajoutons de la poudre de réglisse à de la bile, c'est 
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pour masquer l’amertume de celle-ci et surtout pour en 
diminuer la fluidité et le danger de la pénétration de la bile 
dans les voies aériennes ; notre mélange présente la consistance 
de bouillie. ; 

Comme il résulte des expériences, lors de l’inoculation intra- 
veineuse, les lapins préparés par la bile succombent, à des 
doses de virus (1/20-1/100 de culture) notablement inférieures 
à celles (1/6-1/10 de culture) nécessaires pour tuer les lapins 
de même poids, non sensibilisés. | 

Nous assistons de la sorte au phénomène analogue à celui 
déerit, au début de cet article, chez les lapins infectés par la 
voie buccale : chez ceux-ci aussi l’ingestion préalable de la 
bile crée une réceptivité vis-à-vis du virus administré per os. 
Quelle que soit donc la porte d'entrée du virus, l'ingestion 
préalable de bile à pour effet immédiat de faire fléchir limmu- 
nité naturelle. 

Nous avons donc là une preuve de plus, s'il en fallait une, 
que le processus de l'infection paratyphique est exactement le 
même, que l’on s'adresse à la voie buccale ou à la voie 
veineuse. 

Un autre enseignement, qui a trait au mécanisme de l’immu- 
nité naturelle, peut être tiré de ces expériences. 

Nous avons vu que le lapin possède vis-à-vis des bacilles 
paratyphiques inoculés dans les veines un certain degré 
d'immunité. Cette immunité peut se traduire numériquement 
en fraction de culture supportée par l'animal. 

Du fait de l’ingestion de la bile seule, l'état général du lapin 
ne subit aucun préjudice — les expériences de contrôle sont là 
pour le prouver — et cependant l'immunité de l'animal baisse 
dans une forte proportion. L'ingestion de la bile n'ayant de 
répercussion que sur le tube digestif, le fléchissement de l'im- 
munité doit être évidemment en rapport avec ce dernier. 

En effet, milieu électif pour les bacilles typhiques et para- 
typhiques, la bile favorise la culture de ces derniers dans 
l'intestin. Cholagogue puissant, la bile, par son action desqua- 
mante, balaie devant elle la couche superficielle de l'intestin. 
N'étant plus arrêtés par le mucus, trouvant un milieu favorable, 
les bacilles n'ont qu'à croître et à se multiplier dans le contenu 
intestinal, jusqu’à ce qu'ils tuent leur hôte. 
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Le point de départ de cette infection mortelle est la brèche 
créée par la bile dans la paroi intestinale : c'est l'intégrité de 
celle-ci qui assure au lapin normal, non sensibilisé, sa résis- 
tance au virus. Le mécanisme de l’immunilé naturelle repose 
donc, en grande partie, sur celle de la paroi intestinale; celle-là 
est donc locale. 

Nous verrons dans la suite le parti que l’on peut tirer de la 
sensibilisation par la bile, tant au point de vue de la technique 
des vaccinations, que de la compréhension du mécanisme de 
l’immunité acquise. | 


CONCLUSIONS 


C'est par la voie buccale que l'homme contracte la fièvre 
typhoïde ou paratyphoïde ; chez l'animal, par contre, cette voie 
n'offre, excepté chez le chimpanzé, aucune prise à l'infection. 

Tandis que le lapin normal résiste à l’ingestion de doses 
massives de bacilles typhiques ou paratyphiques, le lapin 
préparé au moyen de la bile y succombe, avec prédominance 
des lésions intestinales, rappelant celles de la fièvre lyphoïde 
du chimpanzé. 

Les lésions intestinales identiques s’observent chez le lapin, 
non préparé par la bile, à la suite de l'injection du virus dans 
les veines. 

Chez Le lapin préparé par la bile, l’inoculation intraveineuse 
est particulièrement grave : une dose très faible de virus 
déclanche des lésions intestinales rapidement mortelles. 

La facilité avec laquelle le lapin se laisse sensibiliser par ‘la 
bile — qu'il s'agisse de l'infection par la voie buccale ou par 
la voie veineuse — indique que l’immunité naturelle de 
l'animal vis-à-vis du virus typhique ou paratyphique est, en 
grande partie, d’origine intestinale. 


Le Gérant : G. Masson. 
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En observant, à l'ultra-microscope, dans une goutte sus- 
pendue, des germes mobiles, on reste frappé non seulement par 
la forme des trajectoires qui diffèrent selon les espèces bacté- 
riennes, mais aussi par la différence, souvent notable, des 
vitesses. 

Les uns se déplacent presque indolemment, les autres se 
meuvent avec agililé dans une direction ou dans l’autre; il y 
en a enfin qui traversent le champ du microscope avec une 
telle vitesse, qu'ils donnent l'impression d'une flèche se décro- 
chant de son arc. 

On peut naturellement calculer, d'une manière approxima- 
tive, la vitesse moyenne de chaque espèce bactérienne, si l’on 
a le soin de suivre dans une goutte suspendue contenant peu 
de germes les individus qui, entrant à un moment donné dans 
le champ microscopique, le parcourent presque diamétralement 
jusqu'au point opposé. On peut déterminer ainsi, avec un 
compteur à la main, la durée de la traversée. 

Peu d'auteurs se sont occupés de la mobilité des bactéries. 

40 
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Le premier, M. Gaëerirscuewsky (1), non seulement a intro- 
duit dés disposilifs techniques appropriés, mais a étudié la 
mobilité en relation avec la température, l'âge des cultures, 
la nature des milieux, l'addition de différentes substances, etc. 

MM. Leuvanx et Friep (2) et, peu après, M. SnceLz (3), 
parmi les données fournies par M. Gasrrrschewsky, ont fixé 
leur attention particulière sur la vitesse de certains vibrions, 
d'une mobilité exceptionnelle : elle serait de 0"®1 à Owm2 par 
seconde. 

M. SriGezz, qui a étudié systématiquement, à ce point de 
vue, beaucoup de germes, a oblenu pour le vibrion cholé- 
rique des valeurs constamment plus basses : au maximum de 
008 par seconde. MM. Leumaxx et Frien ont registré des 
vitesses plus fortes que celles signalées par M. SriGecr, mais 
toujours inférieures à 0"%1 0"2, | 

Les données de M. Gagrirscuzwsky laissaient, cependant, 
encore des doutes. Eh bien, je possède des exemplaires de 
vibrions cholériques dont la vitesse est égale à celle, certai- 
nement exceplionnelle, qui a été signalée par ce savant. 

Mes observations — renouvelées bien des fois — ont été faites 
à la température ambiante de 25 C. environ, avec des cultures 
àgées de vingt-quatre heures, développées sur agar et ensuite 
délayées dans du bouillon ou, de préférence, dans du sérum de 
cobaye. | 

J'ai fait des expériences avec les différentes souches vibrio- 
niennes qui sont connues dans les laboratoires sous les noms 
de vibrions de Hambourg, Constantinople, Saint-Pétersbourg, 
Rome, Marseille, Isonzo, Naples, Palerme, Massaouah, de la 
Prusse Orientale, ete., et j'ai trouvé que, à peu près, tous les 
vibrions cholériques possèdent la même vitesse de locomotion. 
Le vibrion de Massouah m'est apparu un peu moins rapide que 
les autres. Complètement immobiles étaient devenus ceux de 
Saint-Pétersbourg et de la Prusse Orientale, dont le pouvoir 
toxique peut être considéré aujourd'hui comme insignifiant : 


(1) Ueber active Beweglichkeit der Bakterien. Zeils. f. Hygiene u. Infek- 
tionskr., vol. XXXV, 1900, p. 104. 

(2) Beobachtungen über die Eigenbewegung der Bakterien. Archiv f. 
Hygiene, vol. XLVI, 1903, p. 341. 

(3) Ueber die Forthewegungsgeschwindigkeit und Bewegungskurven 
einiger Bakterien. Centralbl. f. Bakl., I. Abt. Orig., val. XLV, 1908, p. 289. 
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j'ai dû, en effet, injecter six cultures dans le péritome pour 
tuer des cobayes de 300 grammes ! 

Les vibrions cholériques se montrent toujours bien plus. 
mobiles dans le sérum frais de cobaye, que dans le bouillon 
de viande. Pour cela, mes déterminalions sur la vélocité ont 
été faites dans le sérum et toujours à l’ultra-microscope. 

Ce n’est pas mon intention d'étaler des chiffres; je voudrais 
simplement établir si la vitesse du vibrion cholérique peut être 
comparée avec celle d'animaux ou d'objets mobiles, tels qu'ils 
se présentent au regard dans la vie quotidienne. C’est là une 
question qui est bien loin d'être superflue, ni si simple qu'elle 
en à l'air au premier abord, surtout lorsqu'on veut trouver 
une comparaison convenable et compatible avec les principes 
de la physique et de la physiologie. 

MM. Lenwanxx et Friep ont envisagé ce problème et ils ont 
remarqué que les chiffres se rapportant à la vélocité des bacté- 
ries sont loin de représenter exactement la rapidité de leur 
mouvement de translation. Cela est si vrai que, à la fin de leur 
note, ils font observer qu’on peut avoir une idée qui s'approche 
davantage du réel en ayant recours au rapport entre l’espace par- 
couru, par un microbe donné, dans l'unité de temps et la lon- 
gueur de son corps. Afin de développer cette idée, ils prennent 
FT exemples, tels que celui de lhirondelle qui parcourt une 
longueur 45 fois plus grande que son corps, celui du cheval 
qui, dans sa carrière, parcourt, dans une seconde, un espace 
10 fois plus grand que son corps, ete. 

Il suffit, pour démontrer combien l'usage de tels chiffres est 
fallacieux pour représenter les impressions des vitesses, d'une 
simple remarque : 

Si le cheval, en pleine course, passe à 4-5 mètres devant nos 
yeux, et si l'hirondelle vole à quelques centaines de mètres 
de distance, ce sera la course du cheval qui nous semblera plus 
rapide, non le vol de l'hirondelle, car celle-ci mettra beaucoup 
plus de temps à traverser le champ visuel. 

Il est évident, dans ce cas, que la mesure entre nos impres- 
sions ne peut pas être donnée par Le rapport 45 : 10. Les com- 
paraisons auxquelles MM. Leswaxx et Frien ont recours ne 
sont donc pas acceptables. 

Afin de donner une idée de la vitesse des bactéries, telle que 


572 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


nous pouvons l’apprécier à l’ultra-microscope, il faut recourir 
à d'autres considérations. 

Pour mes observations j'ai fait usage d’un agrandissement 
de 800 diamètres. 

Avec ce système le diamètre apparent du champ du miero- 
scope est de 200 millimètres et le diamètre réel, mesuré avec 
un micromètre objectif, est de 0""25. En observant plusieurs 
fois, en goutte suspendue, des vibrions très mobiles, j'ai remar- 
qué que la plupart de ces microbes parcourent le diamètre du 
champ microscopique en deux secondes environ. Leur vilesse 
moyenne apparente est, par conséquent, égale au rayon du 
champ-image, c’est-à-dire 10 centimètres par seconde, et la 
vitesse réelle correspondante est de 0""125 par seconde, c’est-à- 
dire de 75 millimètres à la minute, ce qui correspond à 45 cen- 
timètres à l'heure, tandis que leur vitesse apparente est de 


x 


10 em. xX 60, c'est-à-dire de 6 mètres à la minute : ce qui fait 


« 


360 mètres à l'heure. 

Néanmoins, ni la première, ni la seconde de ces expressions 
ne nous donnent la plus lointaine idée de la vitesse vertigi- 
neuse du vibrion, dont l'œil reste frappé au microscope. C'est 
qu'en effet l'impression de vitesse ne dépend pas de la vifesse 
effective, mais bien de la vitesse angulaire. 

Cela posé, représentons dans la figure ci-contre le diamètre 
de l'image du champ du microscope (qui mesure, comme il a 
été dit, 20 centimètres) par Le segment AB; menons par le point 
moyen de AB la perpendiculaire OM, dont la longueur soit à 
celle de AB, comme 25 centimètres (distance de la vision dis- 
lincte) sont à 20 centimètres. Prolongeons OA, OB, OM et 
menons la perpendiculaire OM en M, la longueur OM' étant 
à OM comme 4.000 centimètres (c'est-à-dire 40 mètres), lon- 
sueur que nous choisissons arbitrairement, sont à 25 centi- 
mètres. A! et B' seront les points d’intersection de la dite per- 
pendiculaire avec les côtés de l'angle 

Supposons que le vibrion entre dans l'angle visuel en A, 
dans le même temps qu'une locomotive y entre au point A, et 
que l’un et l’autre se meuvent uniformément, de facon qu'à 
l'instant où le vibrion quitte l'angle visuel, après avoir parcouru 
le trait AB. la locomotive disparaisse en B'. Le vibrion et Ia 
locomolive auront deux vitesses effectives bien différentes, 
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mais l'impression que nous aurons recue de ces vitesses sera 
identique, les vitesses angulaires étant les mêmes. 
Les triangles OAM et OA!M' étant semblables, on a : 


AM! : OM — AM : OM. 


1.000 X 10 


25 


AN—= 


— 1.600 centimètres — 16 mètres. 


Nous pouvons donc conclure que le vibrion se meut appro- 
ximativement avec une vitesse telle, qu'on peut la comparer 
à celle d’un train qui passe devant nous à la distance de 
40 mètres, en parcourant 16 mètres à la seconde. Un tel 
train a une vitesse de 960 mètres à la minute, c'est-à-dire de 
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57 kilomètres 600 à l'heure. Telle est l'expression vraiment 
appropriée pour représenter l'impression qu'on recoit au 
microscope de la vitesse extraordinaire du vibrion. C'est une 
expression qui salisfait complètement les exigences de notre 
_ sens visuel. 


Le vibrion cholérique a une vitesse de déplacement de beau- 
coup supérieure à celle de tous les autres microbes que j'ai 
expérimentés. Elle est 3 fois plus grande que celle du B. prodi- 
giosus et du B. pyocyanique, 5 fois plus grande que celle du 
B. typhique, 10 fois plus grande que celle du colibacille et 
du Proteus vulgaris, 12 fois plus grande que celle du B. mega- 
therium, ele. 

Puisque toutes ces bactéries sont fournies d'une quantité de 
cils quelquefois très remarquable, tandis que le vibrion cholé- 
rique d'habitude en a un seul, il faut croire que la vélocité 
des microbes n'est pas en relation avec le nombre de leurs. 
organes de locomotion. 


HÉRÉDITÉ, ACCOUTUMANCE 


ET VARIABILITÉ DANS LA FERMENTATION LACTIQUE 


par Henry CARDOT et Cnarces RICHET. 


Les problèmes abordés dans le présent mémoire sont si 
complexes que, malgré de très nombreuses expériences, nous 
n'avons pas la prétention de donner ici plus qu'une ébauche. [l 
nous parait cependant qu'il pourra résulter de notre étude des 
conclusions d'ordre pratique et des aperçus nouveaux, inté- 
ressants au point de vue théorique, relativement à l’hérédité et 
aux phénomènes d'accoutumance. 

Le principal problème que nous avons en vue ici a déjà été 
posé par l’un de nous dans un travail antérieur (1). 

Lorsqu'on répartit, par quantités égales, dans une série de 
tubes semblables, toutes conditions d’ensemencement et de 
température étant aussi identiques que possible, le même 
liquide de culture, et que l’on détermine, au bout du même 
temps, l’activité de Ia fermentation dans les différents tubes, 
on constate {oujours, entre ceux-ci, des différences plus on 
moins marquées. Le fait très net, qui sera surabondamment 
démontré dans les pages suivantes, est que ces irrégularités 
sont presque toujours beaucoup plus grandes dans un milieu 
de culture additionné d’une substance toxique que dans un 
milieu normal. 

À notre connaissance, le fait n’a pas été signalé encore. Tout 
au plus peut-on, à ce sujet, trouver quelques rares indications 
relatives à des cas particuliers. Ainsi Sauton (2), en étudiant 
l’action de l’argent sur le bacille tuberculeux, a constaté que 
parfois les microbes fournissent une abondante végétation en 


(4) Cu. Ricaer. La fermentation lactique et les sels de thallium. Étude sur 
l'hérédilé. Ces Annales, t. XXXI, p. 1-59, février 1917. 

(2) B. Saurox. Sur l’action antiseptique de l'or et de l'argent. C. R. Soc. de 
Biologie, t LXXIV, p. 1268, 14 juin 1913. 


576 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


présence d’une dose d'argent ordinairement empêchante. Des 
irrégularités analogues ont été constatées dans l'action de 
l'argent sur l’Aspergillus (1). 

Nous décrirons avec quelques détails la technique suivie 
dans nos expériences, technique qui nécessite, pour donner des 
résultats corrects, l’observance rigoureuse d’un certain nombre 
de précautions essentielles. 


TECHNIQUE 


Le milieu utilisé a été, sauf quelques exceptions que nous signalerons, du 
petit-lait stérilisé pendant une vingtaine de minutes à 110°-11%,. Lorsqu'il est 
impossible, par suite de la pénurie de lait, de préparer en une seule opération 
une grande masse de liquide, les différents échantillons successivement 
obtenus ne sont pas absolument identiques, par suite de la diversité des 
laits, et par le fait aussi que la manipulation ne peut jamais être faite d'une 
façon invariable. D'un ballon à l'autre, on peut constater des variations 
notables dans l'acidité du milieu et également dans la quantité de lactose 
caramélisée lors de la stérilisation. Pour éviter des inconvénients de cet 
ordre, nous avons pris l'habitude de réunir et de brasser dans un même 
récipient le contenu de nos ballons, dès que la quantité de petit-lait préparée 
atteignait au Lotal une trentaine de litres. On obtient ainsi une importante 
masse de petit-lait qui, répartie à nouveau en ballons et stérilisée, permet 
d'effectuer une longue série d'expériences avec un milieu de composition 
bien constante. 

Comme semence, nous avons utilisé un ferment sélectionné à partir du 
lait caillé, cultivé depuis plusieurs mois sur petit-lait et réensemencé au fil 
de platine toutes les vingt-quatre ou toutes les quarante-huit heures, avec 
les précautions habituelles d'asepsie. Des examens microscopiques fréquents 
permettaient de contrôler la pureté de cette semence, constituée par des 
formes assez courtes, peu polymorphes. 

L'ensemencement de nos séries à partir de ces cultures pures n'a pas été 
fait en général à l’aide du fil de platine, sauf dans quelques cas où la tech- 
nique minutieuse ordinairement suivie dans les manipulations bactériolo- 
giques a élé observée. Les expériences faites selon cette dernière méthode 
ont été, toutefois, assez nombreuses pour nous donner l'assurance que les 
phénomènes signalés ici se retrouvent dans tous les cas, indépendamment 
de la technique adoptée. 

Lorsque nous nous proposions d'éludier, dans une même expérience, 
l'action de plusieurs doses d’un mème antiseptique, nous procédions de la 
façon suivante. La dose la plus forte était préparée en ajoutant à un volume 
déterminé de petit-lait la quantité convenable de la solution antiseptique. 
Si le titre de cette dernière était assez faible pour que cette addition pro- 
duise une dilution appréciable du milieu de culture, on ajoutait une quantité 
correspondante d'eau au petit-lait qui devait servir à la préparation des 


4) J. Conur et G. Triry. Aspergillus et argent métallique. C. R. Soc. de 
Biologie, t. LXXIV, p. 467, 17 février 1913. 
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cultures-Lémoins. C'est en mélangeant en proportions convenables le milieu 
antiseptisé et le milieu-témoin qu'étaient préparés les milieux toxiques de 
titres plus faibles. 

L'embouteillage des divers liquides dans les tubes de cultures se réalise 
d'une facon rapide et précise à l'aide de pipeites automatiques (modèles de 
Dupré et de Berlemont). La répartition était faite ainsi, géné- 
ralement par masses de 10 cent. cubes, dans des tubes aussi 
identiques que possible. Après bouchage à l’ouate et stérili- ! 
sation à l'autoclave, chacun de ces tubes recevait, après 
refroidissement, une goutte de semence. 

Pour les ensemencements, nous employions une petite 
burette compte-gouttes de précision, d’une contenance de 10 
cent. cubes (fig. 1). Cette burette, bouchée à l'ouate à sa 
partie supérieure, était stérilisée à l'autoclave, puis débouchée 
un instant pour y verser, avec Loutes les précautions néces- 
saires pour éviter une contamination, le contenu d'un tube 
de culture pure. Le robinet de la burette est disposé de telle 
façon qu'on ne peut l'ouvrir, et encore d'une façon incomplète 
et partielle, qu'en comprimant la butée de caoutchouc A; il se 
referme alors automatiquement dès qu'on l'abandonne à lui- 
même. Ce simple disposilif, qui évite toute fausse manœuvre, * 
permet d'ensemencer d'une façon bien constante les Lubes, 
en y faisant tomber, par une rapide manipulation, une goutte 
de la culture. 

Dans les expériences ne comportant qu'une seule dose 
antiseptique, nous avons adopté une 
autre technique qui avait l'avantage 
d'assurer, dans de meilleures condi- 
tions peut-être que la précédente, un 
ensemencement aussi rigoureuse- 
ment identique que possible des dif- 
férents tubes. 

Le ballon-pipette, représenté par 
la figure 2, a, sur les pipettes auto- 
maliques ordinaires comportant un 
récipient en verre épais et une poire 
de caoutchouc, l'avantage de pouvoir 
facilement être porté à l'autoclave. 
Pour cette raison, nous croyons qu'il 
peut rendre d'utiles services pour 
l'embouteillage des liquides stériles F16. 1. 
ou des cultures pures (1). Le robinet 
R étant placé dans la position I (fig. 2 A', on verse par le tube à entonnoir E un 
volume convenable du milieu de culture. L'orifice de l’entonnoir et celui du 
petit réservoir o sont bouchés avec un tampon de coton; le premier est, de 
plus, recouvert d'un chapeau de papier de même que l'extrémité du tube T. 
Sans modifier la position du robinet R, afin de laisser une libre communica- 
tion entre la masse d'air enfermée dans le ballon et l'extérieur, on porte 
l'appareil à l’autoclave. Après stérilisation et refroidissement, on débouche 


(1) H. Carvor et H. Vicreux. Pipette automatique pour la répartition des 
milieux de culture. C. R. Soc. de Biologie, 1. LXXXI, p. 140, février 1918. 
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l'entonnoir £ pendant le court instant nécessaire pour y verser, en prenant 
toutes les précautions désirables, le contenu d'un tube de semence pure. Une 
partie de cette dernière vient se mélanger à la masse du liquide; une autre 
partie, qui reste dans le tube intérieur £', est inutilisée. Elle est mise hors 
de cause et s'écoule par l'entonnoir au moment où, après avoir porté le 
robinet dans la position II, on place l'appareil la tète en bas (fig. 2B) pour 
procéder à la répartition en tubes. Au préalable, on agite énergiquement 
son contenu pour assurer une distribution homogène de la semence. La 
manœuvre d'embouteillage est alors extrêmement simple : quand on tourne 
le robinet À de 1800 pour l’amener dans la position I, le liquide s'égoule du 
ballon dans la pipette P, d'une contenance de 10 cent. cubes. Il la remplit et 


. À 


Frc. 2: 


se déverse ensuite lentement par le tube fin c, fonctionnant comme trop- 
plein. Le liquide ainsi perdu s'accumule dans le réservoir o qui peut être 
vidé de temps en temps au moyen du robinet >; cette perte est d'ailleurs 
très minime, si l’on prend soin, dès que la pipette P est pleine et que le trop- 
plein fonctionne, de tourner de nouveau le robinet R de 1800, ce qui permet 
l'écoulement des 10 cent. cubes de liquide par le tube T. Ce liquide est 
recueilli dans un tube à essai préalablement bouché à l'ouate et stérilisé 
au four Pasteur. Dans la préparation d'une expérience, on commence par 
répartir ainsi le milieu de culture normal dans les tubes qui serviront de 
témoins : connaissant le volumeinitial de la masse liquide mise dans le ballon 
et le nombre de tubes préparés, el ayant mesuré la minime quantité perdue 
par le trop-plein au cours de la manipulation, on sait quel est le volume 
restant à l'intérieur du ballon. On calcule alors combien il faut ajouter, à la 
masse restante, de solution antiseptique titrée pour obtenir la dose toxique 
que l’on désire; cette addition se fait, après avoir retourné le ballon, exac- 
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tement comme celle de la semence: pour éviter qu'une partie dé l’antisep- 
tique introduit reste à l'intérieur du tube E}, il faut exercer dans ce tube une 
légère pression, à l'aide d'une petite poire de caoutchouc s’adaptant à l'en- 
tonnoir, après avoir soigneusement rebouché ce dernier à l’ouate. Il convient 
de faire usage ici de solutions antiseptiques assez concentrées pour que le 
liquide nutritif antiseptisé ne subisse pas une dilution appréciable par rapport 
au liquide-témoin précédemment embouteillé. 

Les tubes, remplis et ensemencés par l'une des deux méthodes précé- 
dentes, sont placés dans des paniers en fil de fer et portés à l'étuve. Nous 
avons cherché à réaliser un dispositif mettant les cultures autant que pos- 
sible à l'abri des variations de température, de telle sorte que le léger refroi- 
dissement qui se produit lorsque l'étuve vient à être ouverte n'affecte pas 
cerlains tubes plus que d'autres. A cet'effet, les séries de tubes, contenues 
dans des paniers métalliques, étaient placées à l'étuve dans des conserves 
closes renfermant une quantité d'eau suffisante pour immerger les tubes 
jusqu'à la moitié de leur hauteur, c'est-à-dire au-dessus de la surface libre 
de leur contenu. Pour chaque expérience, la température à laquelle s'est 
effectuée la fermentation et la durée du séjour à l'étuve étaient soigneuse- 
ment notées. 


Nous avons mesuré l'activité du développement microbien 
dans les divers tubes par la quantité d'acide lactique formée, 
qui est donnée de la facon la plus simple par un dosage acidi- 
metrique à l’aide d’une solution de potasse à 1,46 p. 1000. 


L'indicateur employé a toujours été la phénolphtaléine, ajoutée au moment 
du dosage à la solution potassique. En opérant ainsi, la quantité de phta- 
léine est à peu près Loujours la même dans chaque dosage, ce qui est une 
bonne condition pour que les litrages soient comparables. Si l’on juge 
nécessaire d'opérer le dosage dans un milieu possédant toujours une égale 
teneur en phtaléine, on peut aussi ajouter à la solution de potasse une 
goutte de Ia solution de phtaléine par 10 cent. cubes, soit 100 gouttes par 
litre et à chaque tube de culture de 10 cent. cubes, également une goutte de 
phtaléine au moment du dosage. 

Le milieu nutrilif ayant, avant toute fermentation, une légère acidité, on 
réserve au début de chaque expérience quelques tubes stérilisés et non 
ensemencés, sur lesquels on détermine, au moment du dosage, l'acidité ini- 
tiale qui doit être retranchée des acidités trouvées pour les tubes fermen- 
tants. Quand on opère avec des antiseptiques introduisant dans le milieu un 
supplément d’acidité, il convient naturellement de garder à la fois des tubes 
témoins et des tubes antiseptisés pour la mesure de l'acidité initiale. Il en 
est de même avec les substances qui, sans modifier sensiblement le seuil du 
virage, en altèrent néanmoins la tonalité. Dans ce dernier cas, on se trouve 
bien, une fois déterminée l'acidité initiale du milieu témoin, de verser dans 
le tube antiseplisé, qui n'a pas été ensemencé, la quantité de potasse corres- 
pondant exactement à l'acidité initiale du témoin. On réalise ainsi deux éta- 
lons colorimétriques dont l'un sert au dosage des témoins et l'autre à celui 
des tubes antiseptisés. 

Il est encore une précaution importante à prendre lorsqu'il s’agit de doser 
un grand nombre de tubes. La fermentation se porrsuivant après la sortie 
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de l'étuve et un intervalle d'une ou deux heures s’écoulant entre le dosage 
des premiers tubes et celui des derniers, on trouverait, entre les uns et les 
autres, des différences susceptibles de fausser totalement les résultats. Aussi 
les paniers de tubes doivent-ils être, dès leur sortie de l'étuve, plongés pen- 
dant cinq minutes dans l'eau bouillante, afin d’arrèler partout la fermenta- 
tion au même instant. 


DÉTERMINATION DE L’'IRRÉGULARITÉ D'UNE FERMENTATION 


Dans les très nombreuses expériences que nous avons faites, 
les conditions de température, de durée du séjour à l’étuve, 
d'ensemencement par des quantités plus ou moins abondantes, 
d'interventions des antiseptiques quant à leur nature et à leur 
dose, ont été très variables. De ces résullats, nous donnerons 
d'abord un résumé global, fourni par les moyennes de vastes 
séries de chiffres, résumé qui posera, en quelque sorte, la 
question complexe que nous tenterons d'analyser plus loin. 

Nous caractérisons la plus ou moins grande régularité avec 
laquelle s'accomplit la fermentation dans les divers lubes d’un 
même lot de la facon suivante: 

Ayant, pour chacun des tubes d’une série de cinquante, par 
exemple, dosé l'acidité, que nous exprimons par le nombre de 
centimètres cubes de la solution potassique qu'il a fallu verser 
pour obtenir le virage, nous déterminons la moyenne A des 
acidités trouvées. Le plus souvent, la quantité de potasse versée 
dans chacun des tubes pris individuellement diffère plus ou 
moins de A ; elle est égale à A Le ou à À —:: pour chaque 
tube, il y a, en plus ou en moins, un écart de la moyenne &. En 
prenant la moyenne arithmélique de ces nombres e, &!, e/..., 
on obtient l'écart moyen de la moyenne. Celui-ci est d'autant 
plus grand que les tubes sont plus hétérogènes au point de vue 
de l'acidité. 


Des irrégularités constatées, une partie relève naturellement de l'imper- 
fection inévitable de la technique, et de l'opérateur lui-même : par exemple, 
au moment de l'embouteillage du milieu de culture, la pipette n'a pas versé 
dans chacun des tubes exactement 10 cent. cubes; l'un a reçu une goutte en 
trop, l’autre, une en moins; au dosage, on n'a peut-être pas toujours pris 
exactement la même teinte de virage. Il est facile d'évaluer la grandeur de 
ces causes d'erreur par quelques expériences préliminaires. 

a) À une masse de liquide de culture rendu infermentescible par addition 
de créosote, on ajoute de l'acide lactique. On fait ensuite subir à ce liquide 
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les diverses manipulalions qui se succèdent ordinairement dans les expé- 
riences : réparlition en tubes, chauffage à l'autoclave, séjour à l'étuve. 

b) On peut aussi stériliser dans le ballon-pipette ci-dessus décrit une 
masse de petit-lait, l'ensemencer, la porter à l'étuve, la répartir en tubes 
après plusieurs heures de fermentation et doser, immédiatement après, 
l'acidité des différents tubes. 

Dans les deux cas, le dosage d'une série de tubes fournit un écart moyen 
conditionné uniquement par les erreurs expérimentales qui viennent d’être 
énumérées. Quelle que soit la valeur de l'acidité moyenne A, l'écart est tou- 
jours, si l'opérateur est exercé, très voisin de 0 c.c. 1, en opérant sur des 
cultures de 10 cent. cubes et avec une solution potassique à 1,46 p. 1000. 
Cette valeur est minime vis-à-vis des écarts généralement obtenus dans les 
expériences de fermentation. : 

Il est vrai qu'il est peut-être dans nos expériences d'autres causes d'erreur 
qui échappent à la mesure. Ainsi l'ensemencement a pu n'être pas absolu- 
ment invariable en quantité pour les tubes d'une même série; car, même 
en employant un compte-goultes très précis pour faire la répartition de la 
semence, le volume des gouttes peut n'être pas rigoureusement constant. 
Si l'on fait usage d'une anse de platine, la quantité très minime de semence 
introduite dans les tubes peut présenter quelques variations. Or les expé- 
riences faites systématiquement à ce sujet montrent ‘facilement que la fer- 
mentation est d'autant moins intense que la quantité de semence initiale 
est plus faible, dans les vingt quatre premières heures au moins, car ulté- 
rieurement les différences entre les tubes largement ensemencés et ceux 
qui ont reçu un moindre nombre de germes s'atténuent progressivement. 
En général, pourtant, la cause d'erreur qui vient d'être signalée n’a certaine- 
ment qu'une influence minime et ne peut expliquer les irrégularités que nous 
étudions. Nous avons cru bon cependant, pour répondre à une objection 
possible, de pratiquer, dans un grand nombre de nos expériences, l'ensemen- 
cement en une seule fois de toute la masse du liquide fermentescible, placé 
et stérilisé dans le ballon-pipette ci-dessus décrit, et d'en effectuer ensuite 
la répartition dans les tubes après une soigneuse agitation. Il paraît difficile 
d'admettre que, dans ces conditions, les tubes de culture présentent des 
différences sensibles au point de vue du nombre de germes initiaux. El, 
cependant, les irrégularités des fermentations restent les mêmes; en sorte 
qu'il semble démontré qu'elles se produisent encore lorsque les cultures 
recoivent toutes la même quantité de semence. 

Une. autre influence qui pourrait encore agir est celle de la surface libre 
des cullures (1). Même en choisissant des lubes aussi identiques que pos- 
sible, on ne peut éliminer absolument de minimes variations du diamètre et 
par conséquent de la surface de section. Les bouchons d'ouate, plus ou 
moins serrés, peuvent aussi permettre un renouvellement plus ou moins 
facile de l'air au contact du liquide. Mais on peut négliger ces minimes 
influences. Elles interviennent à peu près également dans les diverses séries 
d'expériences, et aussi bien pour les tubes antiseptisés que pour les lémoins. 
Or c'est surtout de la comparaison des premiers aux seconds que nous 
tirerons argument. 


(4) Cnarces Ricaer. Etudes sur la fermentation lactique: Influence de la 
- surface libre sur la marche de la fermentation. Trav. du lab. de Ch. Richet, 
t. VI, p. 490-493, 1909. 
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Aux écarts moyens de la moyenne, fournis par les expé- 
riences, et exprimés en centimètres cubes de la solution potas- 
sique de dosage, nous donnons le nom d'écarts absolus. 

Il est facile de constater qu'à ces écarts d'acidité correspon- 
dent des écarts dans la multiplication des microbes. Il suffit pour 
cela d'effectuer quelques numéralions ou même, plus simple- 
ment, de comparer les opacités des divers tubes de culture. 

L'écart absolu n’est pas la seule donnée utile à considérer, 
comme il est facile de s’en rendre compte. En effet, imaginons 
deux séries de tubes ayant respectivement comme acidité 
moyenne 5 et 20 et fournissant des écarts absolus identiques. 
On ne peut évidemment hésiter à accorder à la seconde (-<érie 
à 20) une plus grande régularité qu'à la première (série à 5), 
puisque les mêmes divergences se sont produites beaucoup plus 
tôt pour la série à 5. 

De même qu'un observateur est impuissant à apprécier la 
valeur des différences individuelles d’un groupe de coureurs 
dont il voit seulement l’échelonnement en un point de la course 
sans connaître le lieu de départ, de même, pour apprécier 
l'irrégularité d'une série de fermentations, il ne suffit pas de 
considérer les écarts à un moment donné; il faut faire inter- 
venir un autre élément, soit la durée de la fermentation, soit, 
comme nous l'avons fait, la quantité d'acide formée. Nous 
envisagerons donc aussi l'écart relatif, où suivant une expres- 
sion déjà employée par Jenkins et Carlson (1) dans une recherche 
physiologique d'un ordre tout différent de la nôtre, le « coeffi- 
cient de variabilité ». Ce sera ici le rapport de l'écart absolu 
à l'acidité moyenne correspondante. Il permet, mieux que le 
premier, äe comparer entre elles, au point de vue de leur irré- 
gularité, des séries ayant fermenté dans des conditions très 
variables et dosées à des acidités moyennes souvent fort diffé- 
rentes. Et pourtant, il ne faut pas se dissimuler que la consi- 
dération de cet écart relatif ne peut, à elle seule, fournir qu'une 
première approximation, qui devra ultérieurement être com- 
plétée par de nouvelles précisions. | 


(1) O. P. Jexxins et A. J. CarLsox. The rate of nervous impulse in certain 
molluses. American Jour. of Physiol., &. VIII, p. 251-26$, 1903. 
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RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 


I. — ANTISEPTIQUES RÉGULIERS ET IRRÉGULIERS. 


Nous donnerons ici tx exlenso quelques-unes de nos expé- 
riences pour montrer d’une facon saisissante les contrastes qui 
se manifestent, au point de vue de l'irrégularité des fermenta- 
tions, entre le milieu de culture normal et celui qui est addi- 
tionné de certains antiseptiques. Dans les graphiques qui les 
résument (fig. 3), des longueurs proportionnelles aux acidités 
des différents tubes ont été portées sur un axe horizontal; 
l'extrémité de chacune d'elles définit ainsi un point pour chaque 

‘tube de culture, en sorte que l’ensemble du graphique traduit 
la facon selon laquelle se fait le groupement autour de la 
moyenne, figurée par une flèche verticale. Lorsque plusieurs 
tubes ont la mème acidité, ils sont représentés par des points 
contigus placés sur une même verticale. 


Dans les tableaux de chiffres, les nombres des colonnes verticales corres- 
pondent aux centimètres cubes de la solution potassique de dosage qu'il a 
fallu verser dans les différents lubes pour atteindre la neutralisation. Les 
écarts absolus sont également exprimés en centimètres cubes de potasse. 


Ü 


| TÉMOINS NaF à 0,15 p. 1.000 
Le a 
16,2 19 16,1 17,1 
16,8 19,2 16,5 17,2 
E PUS # 16,8 19,# 16,6 17,2 
EXPÉRIENCE 163. 17.0 19.4 16,6 1.2 
Séries dosées après 21 heures de \ 17,2 19,8 16,6 A2 
fermentation à 3895. 17,6 20,5 16,8 175 
18,0 21,2 16.8 17,2 
18,0 21,9 16,9 17,3 
18.1 29,9 16,9 17,4 
18,4 22,3 17.0 17,4 
D TR. TN 
MOYENNES ER : 18,95 16,97 
Moyennes .(acidité initiale déduite). . 14,95 12,97 
Écarts.absols. : 00 1,540 0,293 


Hicante relabits CUS 0,103 | 0,023 
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TÉMOINS NaF à 0,12 p. 1.000 


ne RE 
16,6 19,0 14,4 14,9 
17,3 19.0 14,7 15,0 
2e 18,0 19.1 14,7 15,0 
EXPÉRIENCE 167. 181 19.4 Mes 15.0 
Dosage après 20 heures de fer- € 48,1 19,1 14,8 15,0 
mentalion à 3805. 18,5 19,2 14,8 1550 
18,7 19,6 14,8 15,1 
18,9 19,6 14,8 15,1 
18,9 20,5 14,9 4554 
19,0 21,0 14.9 15,6 
Te En 
MOMENNES ENT CIE AO 18,865 14,92 
Moyennes (acidité initiale déduite). . 14,865 10,92 
Hearts absolus. 1:17. 7MLA4S . 0,755 0,162 
ÉCaniB relais. = 67 0,051 0,01 
TÉMOINS HeCI à 0,0015 p. 1.000 
RO CR 
15,8 11159 9,4 16,3 
16,5 17,9 10,5 16,3 
JA 17,0 17.9 12,8 16,4 
EXPÉRIENCE 165. ] 11,2 18.0 13.0 16.6 
«) Séries dosées après 22 heures { 17,3 18,0 13,9 16,7 
de fermentation à 38°. 17,4 IS, 1 15,0 TI 
17,5 18.1 15 4N159 
17,6 18.3 15,9 18,0 
17,8 18,6 16,1 18,1 
17,9 18,9 16,2 18,8 
— — Ne 
MOMENNES LE OCR. 17,685 15,565 
Moyennes (acidité initiale déduite). . 13,685 11,565 
Ecartes absoluS: 2 1 : L'or 0.518 1,879 
BEarten rélaliie er Aus ls. 0,038 0,162 
| TÉMOINS HgCI® à 0,001 p. 1.000 
| . TT — 
| 90,2 91,6 12,9 19,3 
20,8 21,7 14,4 19,6 
20,9 21,1 15,0 19,9 
h) Séries dosées après 40 heures } 21,2 21,8 16,0 20,5 
de fermentation à 34°. 21,3 21,9 17,4 21,0 
21,4 91,9 18,4 21 ,1 
21 ,4 21,9 18,5 21,1 
21,5 22,1 18,5 1,1 
21,5 22,9 18,6 21,2 
2,5 9907 18,7 25.8 
EE D ST D 
MOYENNES.' 40... 21,56 18,95 
Moyennes (acidité initiale déduite). . 17,56 14,95 
ÉCarihAabEolUSe rs CPE 0,390 2,110 
Écarisirelatites. ONE 0,022 0,142 
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p.” TÉMOINS HgCF à 0,0015 p.1.000 
LS Re 
17,8 19,3 13,2 18,5 
18,2 19,4 12,3 18,7 
ExPÉRIENCE 166. 18,4 19,5 17,0 18,8 
18,4 19,6 47,3 19,0 
a) Séries dosées après 22 heures 18,5 19,7 11,3 19,3 
de fermentation à 38°. 18,8 20 ,0 47,5 49,4 
18,9 20,0 17,6 19,4 
18,9 20,1 17,9 19,6 
49,0 20 ,4 7: 19,6 
19,2 22,3 18, 21,7 
D. 2 
MOYENNES. . . ..- . re 19,305 18,175 
Moyennes {acidité initiale déduïte), . 15,305 14,175 
Ébutts absolus. . . 1... . 0,725 4,257 
‘Écatts relatifs . . . . .. 56 0,047 10,:088 
TÉMOINS HgCE à 0,00£5 p.1.000 
I ne 
14,1 16,4 10,6 13,9 
4 15,0 16,1 12,9 16,6 
15.2 16,7 13,1 16,6 
») Séries dosées après 40 heures } 1°# 16,8 LE 1556 
de fermentation à 34°. 15,1 16,8 15,0 16,8 
45,7 16,8 1540 17,0 
15,8 17,2 15,1 17,6 
16,2 18,4 15,5 48,9 
16,3 18,9 16,6 19,8 
16,4 19,0 15,9 21 ,7 
En D. TT  — 
MÉOMENNES EMA PNR eue 16,305 16,02 
Moyennes {acidité initiale déduite) . 12,505 12,02 
États absolus: .'. : a +. 0,875 4,742 
Rens relatifs fi. ar. 0,070 0,145 


Une double constatation résulte immédiatement de ces expé- 
riences. D'une part le fluorwre de sodium, même à dose anti- 
nb faible, parait régulariser les PE D'autre 
part ‘une action antiseptique, d'intensité à peu près comparable, 
mais exercée par le bichlorure de mercure, produit des irrégu- 
larilés considérables : dans certains tubes, l'activité de la fer- 
mentation est diminuée d'environ 50 p. 100; dans d’autres, elle 
estégale, sinôn supérieure à celle des tubes témoins. Cette grande 
variabilité du croît dans les différents tubes, en présence du su- 
blimé, la régularité des fermentations en présence du fluorure de 
sodium apparaissent d’une facon très nette sur les graphiques. 

Les mèmes phénomènes se constatent avec une netteté 
souvent plus grande encore lorsque l'action antiseptique à été 
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lus marquée. Les expériences qui suivent sont démonstratives 
Ï 


à cet égard. 


TÉMOINS NaF à 0,16 p. 1.000 
CS Re. 
91 ,1 21,5 13,2 15,8 
23,6 27,1 13 4 13,8 
ExpéRIENCE 469. 25,6 21,0 13,4 1546) 
Dosage après 39 heures de fer- de  . D pa 
ge F 2) ; ; Die 
mn pure re 26:3 28,6 13,6 13,9 
26,4 28,6 13,6  * 14,0 
26 , 4 28,6 13,6 14,1 
26,7 48,8 13,8 14,1 
27,2 29,5 13.8 14,5 
D Re. T2 7 
MOYENNES. : 26,925 43,16 
Moyennes lacidité initiale déduite). . 22,925 9,176 
“Écarts ahaglus. : : . . 4,432 0,238 
Écarts relatifs . 0,062 0,024 
l TÉMOINS Naf :à 0,16 p. 1.000 
CR. OS RS PT 
| 15,3 17:9 11 ;8 412 ;2 
16,3 18,0 CIE “42 :2 
k 46,7 18,0 4199 1273 
ExvéRepNCE 172. 16.8 a8 11,9 19 3 
a) Séries dosées :après 20 h. 30 416,9 #8 ,1 12,0 12,3 
‘de fermentation à 38°. HF, 2 #8 ;2 dal 12,4 
17,4 18:6 12,1 12,4 
17,8 18,6 12,2 12,5 
HLS 18,8 12,2 12,2 
| 41,9 18 29 12,2 12,5 
A TT, ET EE 
MOoYENNESs. Te 17,665 12195 
Moyennes (acidité initiale déduite). 14,165 8,695 
Écarts absolus. . 0.705 0,166 
Écarts rélatifs. . . : . . 0,030 0,019 
TÉMOINS NaF à 0,16 p. 1.000 
CR ER Re. ES 
18,6 21,8 3) 112 
19 ,0 219 10,6 Are 
19,2 21,9 10,7 11 22 
b) Séries dosées après 39 heures | !%:# 22:0 Lo M,2 
de fermentation à 34°. 19,6 22,0 T1,0 11,5 
19,6 92,4 11,0 11,4 
19,7 99 ,4 11,1 115% 
20,0 22,4 AE 11,6 
| 20,9 22,8 11,2 11,6 
| 241,5 23.8 [1,2 17 
mm D MR EE. 
MOvERNES ONE TOR Ur 21,045 41,08 
Moyennes (acidité initiale déduite). . 17,545 7,58 
Écarts absolus. . . : 1,340 0 ,328 
Écavtstrelatifs ...,.1.1.J.. 0,075 0.043 
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NaF à 0,16 HgClà0,004 SO4Cd à 0,012 


TÉMOINS p. 1.000 p. 1.000 p. 1.000 
ne on EL Es Hi 
19,8 292,4 13,1 13,4 4,6 12,6 8,9 41,7 
ExPÉRIENCE 171. 19,8 92,5 13 2041375 5,8 12,8 9,6 42,1 
. 4 N 50 54822 13,3 13,5 8,3 12,8 10,2 142,2 
ane 91.4 ess [13,3 13,6 94 430 1060454 
PR 91,7009305 13,3 13,6 9,3 43,1  ‘40,142,5 
; 21,9 93,7 13,3 13,6 9,8 143,2 10,8 12,9 
22,1:933,8 413,3 13,7 10,3 13,3 11,1 13,0 
22,1 93,8 13,4 13,8 10,5 13,9 11,2 43,2 
22,2 924,4 43,4 13,9 11,4 14,2 11,2 13,4 
22.4 24,5 13,4 13,9 142,3 15,4 11,7 13,5 
A ER. TS EE D. 
MOoYENNESs. . . 22,455 13,415 11,285 11,645 
Moyennes (acidité ini- 
tiale déduite). 18,455 9,415 1,285 7,645 
Écarts absolus. . 1,100 0,182 2,258 1,050 
Écarts relatifs : . 0,060 0,019 0,310 0,137 


Nous ajouterons encore la belle expérience suivante que 


nous avons déjà publiée, dans une note antérieure, avec P. Le 
Rolland (1). 


. TUBES TÉMOINS TUBES AU SUBLIMNÉ 
CEE Ci TR. 
C.c. C. C. c.c. c.c. 
24,8 22,6 Pr 3,0 
24,6 22,5 20,1 3,2 
24,5 22,0 16,6 2 
24,4 21,6 12,8 129 
24,3 21 ,6 12,3 1,3 
24,2 2APA 8,0 153 
24,0 21124 129 1,0 
23,9 20,9 6,6 0,# 
23,7 19,0 5,4 0,4 
23,6 17,5 4,5 0,3 
23,3 16,6 4,4 0,3 
3,8 0,0 
3,6 0,0 
Re Re ne 
Acidité moyenne. . . . . 22,35 6,01 
Écart moyen absolu. 1,80 5,10 
Écart moyen relatif . 0,08 0,83 


On voit d’après cet ensemble que le sulfate de cadmium se 
place, au point de vue des irrégularités, entre le fluorure de 
sodium et le mercure. 

Les écarts obtenus dans les séries précédentes et dans d’autres 


(4) Cuarces Ricuer, Hexry Carpor et Pauz Le Rorrann. Des antisepliques 
réguliers et irréguliers. C. R. Ac. des Sc.,t. CLXIX, p. 669, 30 avril 1917. 
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du mème type faites simultanément avec NaF, SO:Cd et HgCP, 


sont résumés dans le tableau ci-dessus (tableau 1), dans 
lequel sont indiquées en outre les acidités moyennes (acidité 
initiale déduite) au moment du dosage et, pour les trois anti- 
septiques, les croîts en fonction du croit des témoins supposé 
égal à 100. 

À l'inspection de ces nombres, on constate que, sinon tou- 
jours, au moins dans la majorité des cas, les tubes à fluorure 
de sodium ont formé des lots très homogènes; ceux à sublimé, 
des lots très hétérogènes. Les moyennes des deux séries, sur- 
tout en ce qui concerne l'écart relatif, sont remarquablement 
concordantes. En faisant égal à 100 l’écart relatif moyen des 
témoins dans chacun des deux cas, il vient, pour les écarts des 
tubes à antiseptiques : 


38° 24° 

\ Na 82 18 

Ecarts relatifs, 'si celui des lémoins = 100 | SO°* Cd 180 247 
He CE 100 305 


D'une facon nette, le bichlorure de mercure, et, à un moindre 
degré, le sulfate de cadmium, conditionnent des irrégularités 
dans les diverses cultures d'un même lot; au contraire, le fluo- 
rure de sodium exerce une action régularisante indéniable. 


Nous avons examiné à ce mème point de vue un assez grand 
nombre de substances antiseptiques, et nous avons utilisé éga- 
lement pour cette élude de nombreux dosages effectués pour de 
tout autres recherches. Il nous a été possible d'établir ainsi un 
classement des antiseptiques, lequel, s'il n'est pas absolument 
définitif, sera confirmé, pensons-nous, dans ses grandes lignes 
par les expériences ultérieures. 

Nous donnerons d'abord ici le résumé des expériences faites 
avec le même ferment et le même milieu que celles qui vien- 
nent d'être rapportées. Ces expériences sont de valeurs très 
inégales; dans les unes, l'écart n'a été déterminé que sur un 
très petit nombre de tubes; dans d’autres, au contraire, le 
dosage a porté sur de très vastes séries. D'autre part les expé- 
riences ont été faites dans des conditions très variées, soit au 
point de vue des doses äntiseptiques utilisées, soit au point de 
vue de la quantité de ferment ayant servi à l'ensemencement, 


ANTISEPTIQUES 


Térébenthine 
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» 


TABLEAU Il. 


ÉCARTS RELATIFS DU FERMENT LACTIQUE 
celui des témoins ayantune; valeur moyenne de 0,070) 


— 


III IV v 
CROIT VALEUR 
COMPRIS CROLT ps 
entre |SUPÉRIRUR | |Jes croîts 
80 et 100 | à 100 0/0 linférieurs 
0/0 à 80 0/0 


0,134 0,115 0,383 
(247 dosages) 
0,058 0,051 0,242 


(168 dosages) 

» 0,239 
2 (216 dosages) 

0,049 0,242 
(97 dosages) 

» 0,147 
(233 dosages) 

0,019 0,116 
(283 dosages) 


0,032 


0,070 


0,060 


12] 


0,026 | 0,017 | 0,099 
(566 dosages) 
0,033 0,017 0,070 


(92 dosages) 
0,073 0,041 
. (533 dosages) 
0,043 0,033 
(201 dosages) 


0,033 


0,047 


VALEUR MOYENNE 
donnée 


© 
A 
= 

Q 
Li 


594 


ou des températures, s'échelonnant de 33° à 42°, ow enfin du 
temps au bout duquel a été fait le dosage, temps généralement 
compris entre 24 et 48 heures. Pour toutes ces causes, les 
expériences en question ne constituent pas une élude systénra- 
tique, irréprochable, des phénomènes, et le résultat global 
qu’elles fournissent n’est intéressant qu'à titre de première 
approximation. | 


Dans le tableau IT qui suit, nous ne considérerons que les écarts relatifs: En 
outre, nous ne croyons pas utile d'y faire figurer les doses des divers anti- 
septiques employés. Une même dose pouvant, selon les expériences et les 
milieux, ou avoir une forte action antiseptique, ou rester presque sans effet, 
il paraît préférable de ne tenir compte ici que de l’action réellement exercée 
sur les microbes, action mesurée par la diminution du croit, e'est-à-dire- de 
la quantité d'acide lactique formée, Nous égaions à 100, comme plus haut, 


CHUTE 
DE CROIT: 
de:0,5R. 

AMAR 
(en p.100 
du croît 

des 
témoins) 


l'acidité des témoins dans chaque expérience, el nous calculons l'acidité 
moyenne correspondante des tubes antiseptisés. Nous répartissons les diffé- 
rents écarts donnés par un antiseptique en quatre groupes : 
croit correspondant à été de 50 p. #00 inférieur à celui des témoins (actions 


selon que, le 
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antiseptiques fortes), ou compris entre 50 et 80 p. 100 (actions antiseptiques 
moyennes), ou entre 80 p.100 et 100 p. 100 (actions très faibles ou nulles) ou 
enfin supérieur à 100 p. 100 (accélération). Les séries pour lesquelles l’aci- 
dité moyenne a été inférieure à 2 cent. cubes de la solution de dosage ont 
élé laissées hors de cause. Outre les quatre groupes ci-dessus désignés, 
nous avons disposé une colonne où est portée la valeur moyenne de l'écart 
relatif pour l'ensemble des expériences comprises dans les deux premières 
colonnes, c'est-à-dire pour toutes celles où l’action antiseptique a été nette, 
produisant une diminution du croit d'au moins 20 p. 100. Enfin, dans les 
deux dernières colonnes sont réunies d’autres indications relatives à l'acti- 
vité antiseptique des substances étudiées. Ainsi, dans la cinquième, nous 
donnons pour chacune de ces substances ce que nous appelons l'unité anti- 
septique P, c'est-à-dire le poids de la substance, par litre de milieu de cul- 
ture, nécessaire pour diminuer de 50 p.100 la fermentation au bout d'un temps 
compris entre 24 et 48 heures. Dans la sixième et dernière colonne sont 
indiquées les différences entre les croîts obtenus avec les doses respeclive- 
ment égales à 0,5 P et 1,5 P. Ces derniers nombres renseignent sur la pente 
de la courbe qui traduit la relation existant entre la dose antiseptique et 
l'effet exercé sur la fermentalion: ils sont en quelque sorte l'expression de 
la plus ou moins grande brutalité de l'antiseptique étudié. La forme de la 
courbe en question n'est pas, d'une expérience à l’autre, toujours identique 
à elle-même: pour certaines substances au moins, elle se modifie, au fur et 
à mesure que la fermentation se poursuit ; toutefois, pour des séries dosées 
dans un intervalle de temps compris entre 24 et 48 heures, on obtient tou- 
jours, pour chaque antiseptique, des formes analogues, caractéristiques de la 
substance étudiée et qui se retrouvent à peu près identiquement, comme l'a 
montré l’un de nous en collaboration avec Charlotte Cardot (1), sur deux 
espèces microbiennes très différentes. 


Quelques faits se dégagent bien nettement de la lecture du 
tableau If. 

1° En règle générale, l'introduction d'une substance antisep- 
tique dans le milieu de culture normal paraît provoquer une 
marche irrégulière de la fermentation. Parmi les corps étudiés, 
le fluorure de sodium et la créosote seuls font exception à cette 
règle. 

2 On est donc en droit de conclure qu'il existe d’une part 
un grand nombre d’antiseptiques irréguliers, pour les effets 
desquels on peut constater des divergences énormes en passant 
d'un tube de culture à un autre tube identique; et, d'autre 
part, quelques rares antiseptiques dont l’action est toujours 
bien constante et qui paraissent même régulariser la marche 
de la fermentation par rapport à ce que présentent les témoins. 


(1) CnarLortTE Carpor el Henry Carpor. Analogie entre les ferments lac- 
tiques et les streptocoques au point de vue de l’action des antiseptiques. 
C. R. Ac. des Sc. +. CLXV, p. 212,13 août 19117. 
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3° D'une facon tout à fait nette, pour les antiseptiques irré- 
yuliers, on conslale que ce sont les doses les plus fortement 
actives qui condilionnent les plus grands écarts. Pour chacun 
d'eux, en effet, l'écart relatif décroit presque sans exception de 
la première à la quatrième colonne, et lorsque la diminution 
de croît est inférieure à 20 p. 100, ou moins encore, la valeur 
de l'écart est comparable à celle de l’écart des témoins. Le 
bichlorure de mercure seul, infiniment irrégulier, semble 
encore exercer une action à ce point de vue, aux doses inac- 
lives ou même accélérantes. 

4° Aucune relalion nette ne semble apparaître entre l’irré- 
gularité d'un antiseptique d'une part, et de l’autre, sa toxicité, 
la forme de sa courbe d'action en fonclion de la quantité de 
substance, ou encore sa composition chimique; tout au plus 
peut-on indiquer que les sels des métaux lourds rentrent dans 
la catégorie des antisepliques irréguliers. 

Pour classer les unes par rapport aux autres les diverses 
substances étudiées, nous tiendrons compte seulement de celles 
de nos expériences où l’action de l’antiseptique a été énergique, 
déterminant une diminution du croît d'au moins 20 p. 100. Ce 
sont alors les seuls chiffres de la cinquième colonne qu'il faut. 
considérer. En faisant égal à 100 l'écart moyen relatif (0,070) 
des témoins, les écarts relalifs correspondant aux principaux 
antiseptiques figurant dans leetableau précédent prennent les 
valeurs suivantes : 


ÉCARTS RELATIFS 


ANTISEPTIQUES (si celui des témoins = 100) 
HE CIE Mes STAUMNS LE het 
CARO RENE 0 etueetsE6 
NO PAG RE EE AT. 341 
SOC UTP ER EE. 166 
SONG ORALE UM SERRES 141 
NA re Tama 59 
(CRÉTENE NT ENITENE AE 47 


D'autre part, en utilisant les très nombreuses données recueil- 
lies par l’un de nous (1) en vue d'autres recherches, toujours 
sur le ferment lactique, végétant, cette fois, dans du lait, nous 


(1) Caarces Ricaer. Adaptation des microbes (ferment lactique) au milieu, 
Ces Annales, t. XXIX, p. 22-55, janvier 1945. 
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obtenons, en supposant encore l'écart relatif des témoins égal 
à 100, Les nouveaux chiffres qui suivent : 


ÉCARTS RELATIFS 


ANTISEPTIQUES (si celui des témoins = 100) 
SUPER" 0 101 MERE 515 
ei a: iiil. 5 68. 500 
ASC sn. 1.114808 180 
SOC Es: ler LES +20 
BACS TS. LI LLC SRE 
SON CM RE 008 240 
INROEUNR 21 à CSA 196 
(NOMEPRRRENE... L'.I06: 170 
VOOELEMEE | Fe LUN NIQUE 
CCR PAPE Gris Le SE 110 


En combinant ces deux listes, on arrive au classement sui- 
vant, qui nest, il fault bien le reconnaitre, qu'une première 
approximation, encore imparfaile : 


HG. CAR ) 

CAMIONS 16 Anlisepliques lrès irréguliers. 
NOTA CR. \ 

AeO*K* ) 

SD CUITE | + Antisepliques irréquliers. 
STE M \ 

NOR RER CET 


HEDSEEUU Antiseptiques réguliers. 

Dès maintenant se pose une question, non dénuée d'impor- 
tance. Dans quelle mesure un tel classement, établi sur le 
seul ferment lactique, sera-t-il vérifié si l’on s'adresse à une 
espèce microbienne toute différente? Charlotte Cardot et l’un 
de nous ont cherché à étendre à un microbe pathogène quel- 
ques-unes des conclusions qui se dégagent de l'étude du bacille 
lactique. Le streptocoque cultivé en bouillon lactosé à 1 p. 100 
produit une quantité d'acide suffisante pour qu'il soit possible 
de lui appliquer la même méthode que celle employée pour le 
microbe précédent. Il va sans dire que les expériences, d'une 
préparalion plus délicate, ne peuvent porter, comme les précé- 
dentes, sur de très vastes séries de cultures. Les quelques 
données recueillies sur trois antiseptiques (fluorure de sodium, 
phénol, nitrate d'argent) forment néanmoins un ensemble 
salisfaisant, présentant avec les résultals qui viennent d’être 
exposés une concordance remarquable (Voy. tableau H1). 
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On retrouve dans ce tableau les faits essentiels qui s’indi- 
quaient dans celui du ferment lactique : grande régularité du 
fluorure, fortes irrégularités pour le phénol et le nitrate d’ar- 
gent, surtout aux doses Les plus actives. Les expériences qui 
sont résumées ici ont été faites sur plusieurs races de strepto- 
coques. En ne considérant que la valeur globale de l'écart 
pour les croîts inférieurs à 80 p. 100 de celui des témoins et 


TaBneAU III. 


ÉCARTS, RELATIFS DU STREPTOCOQUE 
Em 
ANTISEPTIQUES CROIT CROIT VALEUR 
: CROIT COMPRIS COMPRIS CROIT GLOBALE 
URIEISES INFÉRIEUR entre entre SUPÉRIEUR 1 Le vs 
PET E : s à à es croi 
20 ; 8 È Re 
à 00 0/0 20 et 80 0 Se 100 à 100 0/0 ECS 
070 0/0 à 80 0/0 


NOK EN ADUP  HS IPOIDETSS 0,536 0,173 0,056 0,628 
(17 dosages) (27 dosages) (42 dosages) (86 dosages) (44 dosages) 
CHASOHSERRr 0,295 0,180 0,073 0,043 9,270 


‘0 ? \ f a) \ jun à | Q 
(36 dosages) (10 dosages) (45 dosages) (71 dosages) (46 dosages) 


Nail des ce OI AUS De 0,018 0,020 » | 0,025 
(27 dosages) (44 dosages) (94 dosages) (71 dosages) 


en faisant dans chaque groupe d'expériences l'écart relatif des 
témoins égal à 100 (la valeur de cet écart a été 0,092 dans la 
série des expériences sur le nitrate d'argent, 0,038 dans celles 
du phénol et 0,041 dans celles du fluorure), on arrive finale- 
ment à des résultats très comparables à ceux qui ont été oble- 
nus avec le ferment lactique : 


ÉCARES RELATIFS EN 0/0 
DE CELUI DES TÉMOINS 
CERORSSES ÉRÉÉESES. 


Streptocoque Ferment lactique 
GPHYOH.. :1.: 1.1: 712 316 
NOPATES ni. 681 34 
Na F LÉO LPO ON PTEE 61 59 


Ces résultats permettent de penser que des antiseptiques 
classés réguliers ou irréguliers par rapport au ferment lactique 
se retrouveront tels Iorsqu'on s’adressera à une espèce micro- 
bienne tout autre, et que les conclusions auxquelles nous arri- 
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vons dans le présent mémoire pourront peut-être fournir quel- 
ques indications utiles à la thérapeutique et à la chirurgie (1). 


II. — IRRÉGULARITÉS DES CULTURES NORMALES. DE QUELQUES 
INFLUENCES QUI LES CONDITIONNENT. 


Nous avons dit que la considération de l'écart relatif, si 
utile qu'elle soit, ne peut donner qu'une approximation un 
peu grossière des faits. On ne trouve d’ailleurs pas la pierre de 
touche parfaite pour classer d'une facon excellente les anti- 
septiques au point de vue des irrégularités qu'ils déterminent 
dans l'activité des fermentations. Aussi est-il intéressant, et 
même à peu près indispensable, d'envisager la question sous 
différents aspects. Pour la reprendre par un détour, nous allons 
momentanément abandonner l'étude des antiseptiques pour 
nous limiter à celle des cultures normales (témoins) en cher- 
chant quelles sont, dans ce cas, les diverses influences qui 
peuvent s'exercer pour conditionner des écarts entre les tubes 
d'une même série. 

A. — Malgré un triage soigné en vue d'obtenir des tubes 
d'un calibre parfaitement constant, il est impossible de réaliser 
à ce point de vue une identité parfaite. De ce fait, qui implique 
de minimes différences dans l'étendue des surfaces libres des 
cultures, résultent de petites variations dans les croîts. En règle 
générale, dans nos expériences, la fermentation est plus active 
dans les tubes étroits que dans les larges, mais cette influence 
est si faible qu’elle ne peut être mise en évidence que par 
des moyennes correspondant à des lots de tubes groupés par 
calibre. Elle n'apparaît pas d'une facon constante sur l'en- 
semble des tubes d'une même fermentation, irrégularisée par 
un antiseptique tel que le sublimé; au contraire, elle semble 
plus nette que pour Les témoins, dans les séries bien régulières 
du fluorure de sodium. Cette remarque à son intérêt, car il 
paraît dès lors évident que, si l'influence en question entraine 
bien de minimes causes de variations, décelables dans les séries 


(1) Nous avons proposé aux chirurgiens de poursuivre méthodiquement 
l'étude du fluorure de sodium comme antiseptique à cause de son absolue 
régularité. Les résultats n’ont pas été favorables. Il ne paraît pas cependant 
qu'on doive à l'avenir négliger, dans la pratique chirurgicale, cette notion 
nouvelle si importante de la régularité et de l'irrégularité des antiseptiques. 
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régulières, les grandes irrégularités dues aux antiseptiques ne 
sont pas une simple exagération des minimes varialions dues à 
la surface libre. 

B. — En déterminant sur les cultures en milieu normal la 
valeur des écarts pour des acidités croissantes, c’est-à-dire 
pour des séjours à l’étuve de plus en plus longs, on arrive à 
des résultats assez constants d’une expérience à l'autre. 

Voici les valeurs moyennes des écarts absolu et relatif, aux 


ET NE ET TRE 
Acidites 


Fc. 4. — Variations des écarts en fonction de l'acidité, 


différentes acidités, Ces moyennes résultent de nombreuses 
expériences comprenant plus d'un millier de dosages : 


ÉCARTS 
NOURRI 
ACIDITÉ ABSOLU RELATIF DE DOSAGES 
De 0 à 5 c.c. (valeur moyenne 3,8) 0,439 0,125 132 
DeMsramMDNcArcAt — ED) EM 0,092 164 
De 10 à 20 c.c. ( — 14,35). 0,787 0,055 615 
De 20 à 40 c.c. ( — 27,5) . 0,880 0,022 209 
De 40 à 50 c.c. ( re 40) 0000; 734 0,015 42 


Les variations des écarts en fonction de l'acidité, sur les- 
quelles nous reviendrons plus loin, sont résumées par les deux 


courbes de la figure #4. 
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Si l’on prolonge l'observation assez longtemps, on constate 
d'ailleurs qu'au bout de 4 à 5 jours, c'est-à dire en fin de fer- 
mentation, les écarts absolus diminuent et finissent par devenir 
très minimes et de l’ordre des erreurs expérimentales, lorsque 
l'acidité limite est atteinte. Les écarts observés en cours de 
fermentation doivent donc s’interpréter comme traduisant une 
inégale rapidité de croissance des différentes cultures. 


Lcarts ; absolus 


Li 5 10 


3 

Acidites 

Fi. 3. — Variations de l'écart moyen en fonction de l'acidité 
et de la quantité de semence. 


C. — Les variations de l'écart en fonction de l'acidité n'appa- 
raissent pas seulement dans les moyennes de nombreuses expé- 
riences : elles se retrouvent sans difficulté dans Les diverses 
expériences prises isolément (voir fig. 5, 6 et 9).Ce qui de l'une 
à l’autre de celles-ci peut varier dans des limites assez étendues, 
ce sont les valeurs absolues de ces écarts. Dans telle série, la 
courbe des écarts en fonction de l'acidité est toujours située 
au-dessus de la courbe correspondant à telle autre série, sauf 
lout-à-fait à la fin de la fermentation, les deux courbes tendant 
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alors à se rejoindre. Il m'est pas toujours possible de déter- 
miner la raison d’une telle différence. 

La lempérature ne semble pas, dans les limites où nous nous 
sommes placés (de 34° à 41°) avoir une influence quelconque. 
Il suffit pour s’en convaincre de se reporter au tableau [, où 
les valeurs moyennes des écarts, aussi bien pour les cultures 


£carts 9absolus 


A 
— 


5e 
H'ÉANMEREE 
ne 
PTE 


nl Sû 
Fu 


Fic. 6. — Variations de l'écart moyen en fonction de l'acidité 
et de la quantité de semence. 


normales que pour les antiseptisées, sont sensiblement du 
mème ordre de grandeur, à 38° et à 34°. 

En revanche, un facteur important est la quantité de serrence 
initialement introduite dans les tubes. On peut poser en prin- 
cipe que plus l’ensemencement d’une série, normale ou anti- 
septisée, a été abondant, c'est-à-dire plus le départ de la fer- 
mentation a élé rapide, plus les écarts sont faibles. 

Les deux expériences suivantes, dans lesquelles on compare 
les-écarts absolus d’une série de tubes ensemencés avec une 
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\ 


goutte de culture à ceux d'un autre lot, où l’ensemencement à 
été fait par dix gouttes, sont démonstratives à cet égard (fig. 5 
et 6). 


EXPÉRIENCE 166 bis (fig. 5). 


DURÉE DE LA FERMENTATION ACIDITÉ ECARRESRECES 
à 37° À goutte 10 gouttes . { goulte 10 gouttes 
14 h. 30 2,25 4,95 0,070 0,180 
19 h. 30 Del 10,78 0,832 0,912 
23 h. 30 10,34 15,76 1,508 0,188 
ExPÉRIENCE 168 (fig. 6). 
DURÉE DE LA FERMENTATION IDE De OREGARE SEDERSSS 
à 3805 1 goutte 10 œouttes {1 goutte 10 gouttes 
21 h. 30 13,80 23,95 1,200 1,040 
45 h. 31,41 11,66 1,912 1,152 
11h. 49,73 50,94 0,930 0,800 


Si l’on compare les écarts des deux lots à acidité égale, 
comparaison qui se fait immédiatement à l'inspection des gra- 
phiques correspondants à ces expériences, le fait qui vient 
d'être signalé apparaît en toute évidence. Il mérite d’être 
retenu, bien que, dans nos expériences sur les antiseptiques, il 
ne puisse intervenir, dans chaque série, tubes antiseptisés et 
témoins recevant des quantités de semence identiques, ou tout 
au moins identiquement variables. 


III. — COMPARAISON DES ÉCARTS DE LA MOYENNE A ACIDITÉS ÉGALES. 


Des considérations qui viennent d'être exposées, la seule qui 
mérite de nous arrêter se rapporte à la variation de l'écart 
moyen absolu, et aussi de l'écart relatif en fonction de l'acidité. 
Puisque l’on ne retient des expériences relatées, dans la pre- 
mière partie de ce mémoire, que celles où l'action de l’anti- 
septique a été effective, déterminant une notable diminution 
du croît, il en résulte que les tubes antiseptisés sont dosés, en 
moyenne, à des acidités plus faibles que celles des témoins. Il 
n'est donc pas absolument légitime de se borner à comparer 
les valeurs globales des écarts relatifs dans l’un et l’autre cas, 
et il semble indiqué d'examiner parallèlement les écarts absolus 
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des uns et des autres à égalité d’acidité (ici, la notion d'écart 
relatif n'a plus à intervenir); comme on vale voir, cette seconde 
méthode, dont les résultats sont résumés dans le tableau IV 
et un graphique, confirme complètement les conclusions aux- 
quelles nous sommes déjà arrivés. Nous avons repris iei toutes 
les expériences où le croît a été diminué d'au moins 20 p. 100 


TaBLEeaU IV (fig. 7). 


FERMENT LACTIQUE 


ANTISEPTIQUES Écarts absolus pour une acidité de ‘1) 
UTILISÉS EE 
DE CAC: DRAMAULE" CC: 10F2020ke"c 20 à 40 c.c. 
NON" 201) 0274408 | 4) S 997 US RON 921 » 
È 11 dosages. 124 dosages. 107 dosages. 
HeCE......lG,s) 4,624 |(6,56) 2,474 |l14,5) 4,476 à 
5 162 dosages. 170 dosages. 30 dosages. 
CSHSOH- MO (3,6) 14,245 (6,8) 4,535 |(16,9) 2,340 |(28,7) 4,130 
28 dosages. 81 dosages. 20 dosages 39 dosages. 
NaBr vRee 21) 0,575 » » » 
92 dosages. 
SOI CHARS 3,0) 0,499 |(6,6) 0,545 |(17,2) 3,748 » 
109 dosages. 119 dosages. 29 dosages. 
SO‘Cd. . . . . .|(3,8) 0,254 (6,4) 0,728 |(12,6) 2,405 |:24,8) 4,770 
273 dosages. 191 dosages. 39 dosages. 63 dosages. 
Térébenthine . .[(3,3) 0,507 (6,4) 0,928 |(13,6) 4,576 |(25.0) 2,201 
60 dosages. 40 dosages. 62 dosages. 61 dosages. 
Témoins. . . . .|(3,8) 0,439 |(7,1\ 0,655 |(14,3) 0,787 |(27,5) 0,880 
132 dosages 46% dosages. 615 dosages. 200 dosages. 
Me CE... . . (2,4) 0,347 11,7) 0,385 |(18,2) 0,540 » 
74 dosages. 64 dosages. 8 dosages. 
LATE .l4,0) 0,404 |(1,7 0,368 |(15,6) 0,820 ÿ 
81 dosages. 285 dosages. 119 dosages. 
Créosote. . . . . 2,9) 0,456 |(7,3) 0,378 |14.8) 0.393 |(23,9) 0,881 
23 dosages. 35 dosages. 107 dosages. 109 dosages. 


(1) Les nombres entre parenthèses indiquent, pour chaque groupe, la moyenne des 
acidités trouvées dans les différentes expériences. 


par rapport aux témoins, et en les classant, pour chaque anti- 
septique, selon la valeur de l'acidité atteinte au moment du 
losage, nous avons pris la moyenne des écarts absolus pour 
toutes les acidités comprises entre 0 et 5 cent. cubes, 5 et 
10 cent. cubes, 10 et 20 cent. cubes, et enfin au-dessus de 
20 cent. cubes. Le graphique donne, pour les témoins et pour 
cinq antiseptiques, la courbe de variations de l'écart absolu en 
fonction de l'acidité (fig. 7). 
42 


£carts absolus 
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En opérant d'une façon semblable avec les nombres obtenus 
sur le streptocoque pour les trois antiseptiques ci-dessus men- 
tionnés, on obtient des résultats résumés dans le tableau V et 
dans le graphique (fig. 8) sur lequel on a porté également les 
courbes de variations des écarts en fonction de l'acidité pour les 
trois antiseptiques en question, agissant sur le ferment lactique. 


Acidités 


F1G. 1. — Variations de l'écart moyen en fonction de l'acidité, en milieu 
normal, et en présence de différents antiseptiques. 
La concordance des résultats apparaît bien nettement par la 
comparaison des courbes obtenues avec les streptocoques et des 
courbes obtenues avec le ferment lactique. 


IV. — SIGNIFICATION DES IRRÉGULARITÉS CONSTATÉES ; 
ÉCARTS ET ACCOUTUMANCE. 


Par conséquent, quelle que soit la façon dont nous envisa- 
geons nos résultats expérimentaux, ils nous conduisent à une 
conclusion très ferme. 
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Dans la phase d'activité fermentative, les diverses cultures 
d'un même lot présentent, même en l’absence de toute sub- 
stance antiseptique, une variable vitesse de développement. 
Les inégalités que l’on constate ainsi entre les divers tubes 
d'une même série faite sur du petit-lait normal, quoique géné- 


Fcarts absolus 


EE 


2 10 Acidités 2 
Fi. 8 — Variations de l'écart moyen en fonction de l'acidité ‘comparaison 
du streptocoque et du ferment lactique). (—) Streptocoque; 

(es ) Ferment lactique. 


ralement minimes, ne peuvent être ni attribuées entièrement à 
des erreurs expérimentales, ni rapportées à des causes immé- 
diatement discernables. On peut cependant faire, à leur sujet, 
une remarque assez importante, qui sera mise en valeur un 
peu plus loin. Les écarts constatés varient d'une facon nelte 
avec la qualité des milieux de culture employés. Certains lots 
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de petit-lait donnent des écarts relativement considérables 
avec d'autres la régularité est plus grande. On constate, très 
généralement, que les milieux qui permettent un rapide déve- 
loppement du microbe fournissent de bien moindres irrégula- 
rilés que ceux sur lesquels le micro-organisme végète mal et 
lentement. 

Un liquide que nous employons d'une facon courante, en 
même temps que le sérum de lait, est une infusion de radi- 
celles d'orge, additionnée de lactose brut. Les fermentations 
sy développent avec une rapidité extrême, mieux qu'avec 
n'importe quel petit-lait, et alors les écarts y sont en moyenne 
quatre ou cinq fois plus faibles qu'avec ce dernier milieu ; 
c'est-à-dire qu'ils sont presque de l'ordre des erreurs expé- 
rimentales. 

On pourrait donc, dans une certaine mesure, apprécier Ja 
qualité d'un milieu vis-à-vis d’une espèce microbienne donnée 
par la grandeur des écarts constatés dans les expériences faites 
en ce milieu. | 

Nous disons dans une certaine mesure, car il est évident 
qu'un milieu additionné de fluorure de sodium, qui tend cepen- 
dant à régulariser la fermentation, n’est pas un milieu favorable 
pour le ferment lactique. 

Ce qu'il faut retenir, c'est qu'il 2 possible, en faisant un 
choix convenable parmi les milieux normaux ou supposés tels, 
de faire disparaitre presque complètement les irrégularités en 
question, et qu'on peut les exagérer énormément par l'addition 
de certaines substances toxiques, notamment de celles que nous 
avons appelées antiseptiques irréguliers. Voilà donc un phéno- 
mène dont nous pouvons, à volonté, dans un sens ou dans 
l’autre, faire varier l'amplitude. 11 semble donc possible d'en 
pouvoir préciser le mécanisme. 

La substance toxique dont l'addition exagère les irrégularités 
de la fermentation peut porter son action sur certaines sub- 
stances indispensables à la nutrition du microbe et qui se 
trouvent dans le liquide à l’état de traces, et alors soit se 
combiner à une partie de ces substances, soit déterminer leur 
précipitation partielle, soil agir par tout autre mécanisme pour 
en rendre l’ulilisation impossible. Mais il n'est guère possible 
de comprendre pour quelle raison ces réactions physico-chi- 
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miques, si elles s'accomplissent, auraient une intensité variable 
d'un tube de culture à l’autre. | 

C'est ailleurs, nous semble-t-il, qu'il convient de rechercher 
une explication valable des grands écarts observés en présence 
de certains antiseptiques. Si l'on rapproche ces deux constata- 
tions, à notre sens fondamentales, d’une part que les écarts 
sont d'autant plus grands que la quantité de semence intro- 
duite dans les cultures est plus faible, d'autre part que les 
grandes irrégularités en présence d’antiseptiques apparaissent 
surtout pour les doses toxiques fortes, pour celles où le déve- 
loppement est encore tout juste possible, on est amené à se 
rallier à une hypothèse qui a déjà été formulée par l’un de nous 
et qui coordonne les faits observés d’une façon assez salis- 
faisante. 

Voici une série de tubes de culture additionnés d'une forte 
dose de toxique. de sublimé par exemple, et recevant, comme 
dans le cas de nos expériences, une même quantité de semence. 
Au bout de 12 ou de 24 heures, ces cultures se sont inégale- 
ment développées. Notre hypothèse consiste à admettre, sous 
réserve d'une démonstration ultérieure, que les différents 
tubes, quoique ayant reçu le mème nombre de bactéries, ont 
été inégalement ensemencés, par le fait qu’un très faible pour- 
centage des microbes de la semence était seul capable de 
croître en présence de mercure. Admettons que chaque tube à 
reeu 20.000 bactéries et qu’il n'y a en moyenne dans la semence 
initiale qu'un individu microbien sur 10.000 capables de s’ac- 
coutumer au mercure. Il en résulte que certains tubes pour- 
ront renfermer, par le jeu du hasard, 1, 2, .… 10 germes 
capables de développement, tandis que d’autres en seront com- 
plètement dépourvus; de même que, si l'on a mélangé des billes 
noires et des billes blanches dans la proportion de 10.000 à 1, 
et qu’on constitue au hasard des lots de 20.000 billes, certains 
d'entre eux seront dépourvus de billes blanches, alors que 
d'autres en renfermeront une ou plusieurs. 

Dans une expérience comme celle qui a été relatée plus haut 
avec le mercure (expérience en commun avec Paul Le Rolland) 
et dans laquelle certains tubes sont restés stériles, on aurait, 
si l’on avait déterminé, au moins comme ordre de grandeur, 
le nombre de bactéries introduites dans les tubes, la mesure 
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du pourcentage des individus accoutumables au mercure, et 
ce, par une méthode comparable à celle qui est couramment 
utilisée sous le nom de méthode des dilutions. 

L'hypothèse précédente a un double intérêt. Elle nous montre 
d'abord que les individus microbiens d'une mème culture pure 
ne sont pas tous identiques à eux-mêmes; qu'il en est parmi 
eux certains, qui, seuls, sont capables de se développer dans 
un milieu toxique ; et ils sont d'autant plus rares que la toxi- 
cité du milieu est plus grande. Elle donne ensuite au phéno- 
mène des écarts toute sa signification en le reliant aux possi- 
bilités d'accoutumance. Elle n’est pas contredite par le fait que 
certains antiseptiques n’introduisent pas d'irrégularités, car il 
n’est pas fatal que les individus microbiens soient inégalement 
susceptibles vis-à-vis de tous les toxiques. Elle ne l’est pas non 
plus par le fait qu’en l'absence de toute addition de poison, les 
écarts peuvent être plus ou moins amples, selon le milieu de 
culture choisi. Certains des milieux supposés normaux peuvent 
en réalité, à un plus ou moins fort degré, n'être pas favorables 
à la croissance de la majorité des bactéries, et des écarts peuvent 
apparaître dans ces conditions. Le milieu normal, pour un 
microbe donné, n'est-il pas celui sur lequel ce microbe a été 
cultivé pendant un très grand nombre de générations? Tout 
changement de milieu introduit une anomalie et permet à 
l’accoutumance de jouer, inégalement, dansles diverses lignées. 
De fait, lorsqu'on transplante une culture d'un milieu sur un 
autre, même plus favorable en définitive, on constate pendant 
les premiers jours des irrégularités marquées. Et l’on pourrait 
presque tenir cette constalalion pour une démonstration de 
l'hypothèse proposée, s'il n'était possible de l'appuyer encore 
sur une expérience plus probante. 

Un ferment lactique pur a été cultivé d'une part sur une 
infusion de radicelles d'orge (50 grammes de radicelles par 
litre), additionnée de lactose brut à raison de 30 grammes par 
litre, et d'autre part sur le même milieu renfermant 2,66 p. 1000 
d’arséniate de potassium, c’est-à-dire üne dose toxique forte, 
diminuant de plus de 80 p. 100 au bout de 24 heures l'activité 
d'un ferment non habitué. Mais une accoutumance nette au 
poison n’a pas tardé à se manifester pour le ferment sans cesse 
réensemencé sur le liquide arsenical. En effet, alors que le 
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ferment, lactique quotidiennement réensemencé sur le milieu 
normal donne une acidité que nous supposerons égale à 100 
(acidité fpeu variable’ en valeur absolue au cours de l'expé- 
rience), le ferment provenant de la même souche que le précé- 


Acidités 


F16. 9. — Variations des écarts absolus en fonction de l'acidité pour un 
ferment normal (==) et pour un ferment accoutumé à l'arsenic (=), 
cultivés tous deux en milieu arsenical. 


dent, mais constammént réensemencé sur le milieu arsenical, 
développe dans le même temps, d’une façon régulière, au bout 
de cinq à six semaines d’accoutumance, une acidité de 75 à 85. 
C'est-à-dire qu'après accoutumance le poison ne diminue plus 
le croît que de 15 à 25 p. 100. On réalise done ainsi, à partir 
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d’une même souche initiale, deux races microbiennes, une 
race-témoin qui jamais n’a subi l'action de l'arsenic et une race 
arsenicale. La comparaison des manières d’être de ces deux 
races, au point de vue des écarts, lorsqu'elles sont toutes deux 
ensemencées sur milieu arsenical, constitue une épreuve inté- 
ressante pour juger de la valeur de l'hypothèse précédemment 
exposée. Si celle-ci est exacte, si, en d’autres termes, les écarts 
sont bien liés à d'inégales possibilités d’accoutumance des indi- 
vidus microbiens et au faible pourcentage des germes aptes à 
végéter d'emblée sur le milieu toxique, la lignée qui n’a jamais 
subi l’action de l’arsenic devra constamment, dans la série des 
cultures faites pour la première fois sur le milieu arsenical, 
présenter de grands écarts, tandis que le ferment accoutumé 
depuis plusieurs semaines fournira des séries beaucoup plus 
homogènes. C'est effectivement ce que l'on constate d’une 
façon constante, comme en témoignent les deux expériences 
suivantes : 
ExPÉRIENCE 222 (fig. 9). 

Ferment arsenical et ferment normal ensemencés sur infusion de radicelles 
d'orge, lactosée et additionnée de 2 gr. 66 d'arséniate neutre de potasse par 
litre. Fermentation à #10. Les dosages sont effectués sur des groupes de 
$ tubes pour chaque lot, à divers moments de la fermentation. 


DURÉE DE LA FERMENTATION 
 — 
16 heures 23 heures 44 heures 70 heures 
CR RS CDS ES CLR LES Te 
ACIDITÉ ÉCARTS ACIDITÉ ÉCARTS ACIDITÉ ÉCARTS ACIDITÉ ÉCARTS 
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| tOMTNN C0 Mo tAS OU 0 MONT AT IE NO » 
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milieu arsenical. | 11 0 15 0,2 ATEN 0 ) » 

| 1472 02 1158 0,1 17,8 ON » 
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EXPÉRIENCE 225 (fig. 9). 


Mèmes condilions que la précédente, sauf que trois séries de cultures ont 
été pratiquées parallèlement : ferment arsenical sur milieu arsenical, ferment 
normal sur milieu arsenical et sur milieu normal. Nous donnerons ici seu- 
lement les moyennes des nombres obtenus. 


21 HEURES 46 HEURES 69 HEURES 
DE FERMENTATION DE FERMENTATION DE FERMENTATION 
nn à 
ÉCART MOY. ÉCART MOY. ÉCART MOY 
ACIDITÉ de la ACIDITÉ de la ACIDITÉ de la 
moyenne moyenne moyenne moyenne moyenne moyenne 


Ferment arsenical sur 


milieu arsenical . . . 10,8 0,41 18,0 0,30 » » 
.Ferment normal sur mi- 

Heu aormgl.i.25., A8 A 0,55 » » » » 
Ferment normal sur mi- 

lieu 'arsenical. : : à: » » 1920 3,14 117 ie 2,43 


Les graphiques (fig. 9) montrent bien qu'en fonction de l’aci- 
dité la courbe des écarts du ferment normal sur arsenic s'élève 
très au-dessus de celle du ferment accoutumé à l’arsenic, sur: 
milieu arsenical. Le résultat de cette expérience est tout à fait 
constant et peut être aisément répété, pourvu qu'on fasse pré- 
céder l'expérience d’une culture assez prolongée du microbe 
dans le milieu toxique. 

Un ferment lactique, pur, cultivé pour la première fois en 
présence d'une forte dose d’arsenic, végète donc d’une façon 
extrêmement irrégulière, tandis que le mème ferment, préala- 
blement habitué à cette même dose de poison depuis plusieurs 
semaines, végète d'une façon très régulière, comparable à ce 
point de vue à un ferment normal, cultivé en milieu normal. 

Les irrégularités des fermentations en présence de diverses 
substances {toxiques peuvent encore apparaître dans d’autres 
conditions, qu'il est peut-être intéressant de signaler. Une 
culture lactique en milieu normal, quotidiennement réense- 
mencée, développe généralement en 24 heures une quantité 
d'acide qui se retrouve toujours sensiblement la même, lorsque 
les conditions expérimentales restent identiques. Et ceci est 
vrai encore, avec des milieux de culture additionnées de cer- 
tains antiseptiques que nous avons appelés antiseptiques réqu- 
liers et dont le fluorure de sodium est le type le plus remar- 
quable. Pour une telle substance, la même dose de poison 
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entraîne une diminution de croît qui se retrouve, dans les diffé- 
rentes expériences, à peu près identique à elle-même. Avec les 
antiseptiques irréguliers, au contraire, il est plus difficile, et 
même presque impossible, de prévoir quelle sera l'influence 
d'une dose donnée. L'addition d’une quantité donnée de bichlo- 
rure de mercure peut entrainer une diminution moyenne du 
croit de 60 p. 160 dans une expérience et de 20 p. 100 seulement 
dans une autre. Pendant plusieurs semaines, nous avons 
quotidiennement ensemencé sur un milieu à 2,66 p. 1000 
d'arséniate de potasse un ferment non habitué, n'ayant jamais 
subi l’action de ce toxique, et nous avons chaque jour déter- 
miné l'acidité des cultures de 24 heures résultant de ce premier 
ensemencement sur le milieu arsenical. En moyenne, pour la 
durée de l'expérience, celte acidité est égale à 13 p. 100 de 
celle des cultures-témoins, mais d’un jour à l’autre des oscil- 
lations très amples autour de cette moyenne peuvent être 
constatées : certains jours, il n'y eut aucun développement ; 
d'autres fois, au contraire, l’acidité a été, par rapport aux 
témoins, de 30 à 40 p. 100. Des irrégularités analogues s'obser- 
vent encore quand les cultures sont ensemencées et dosées 
toutes les 48 heures, comme si le pourcentage des individus 
aptes à végéler sur un milieu arsenical subissait dans la 
culture lactique des fluctuations, qui paraissent même quel- 
quefois se reproduire rythmiquement en fonction du temps. 
L'étude des irrégularités de cet ordre, qui nécessite des 
expériences de très longue durée, n’a pas été faite d’une façon 
systématique, en sorte que nous n’osons affirmer que les cultures 
pures régulièrement réensemencées toutes les vingt-quatre ou 
toutes les quarante-huit heures présentent effectivement des 
modifications rythmiques de certaines de leurs propriélés phy- 
siologiques, en particulier de leur résistance vis-à-vis des sub- 
stances toxiques. Le fait dont nous avons trouvé une indication 
mérite néanmoins d'être signalé, d'autant qu'il peut, dans une 
certaine mesure, expliquer les faits curieux d’accoutumance 
du ferment lactique à certains milieux arsenicaux. Comme nous 
l'avons vu (1), cette accoutumance n'est pas graduelle et pro- 


(1) CHarLes Ricaer et HENRY Caroor, Mütations brusques dans la forma- 
tion d'une nouvelle race microbienne. C. R. Ac. des Se., t. CLXVIITL, p. 651, 
31 mars 1919. 
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gressive, mais s'effectue par étapes, l’activité du ferment pré- 
sentant en fonclion du temps une série d’oscillations de grande 
amplitude. 


D'ailleurs l'étude de l'écart moyen soulève une série de pro- 
blèmes difficiles et intéressants. Elle a été à peine abordée 
encore. 

La notion générale adoptée par tous les physiologistes, depuis 
Claude Bernard surtout, est que, dans des conditions identiques, 
les phénomènes identiques se manifestent, et qu'il y a dans 
les phénomènes de la vie autant de régularité que dans les 
phénomènes physico-chimiques, quand on se met dans des 
conditions identiques. Et certes, il ne nous viendra pas à 
l'esprit de contester cette loi fondamentale, loi sans laquelle 
notre science n'existerait pas. 

Néanmoins, même dansles sciences physico-chimiques, mème 
quand on s'est placé dans des conditions en apparence iden- 
tiques, il se manifeste des différences; il y a un écart entre Îles 
chiffres qui indiquent une réaction un peu différente, alors que 
tout semble identique. Par exemple, si l'on mélange de l'acide 
sulfurique et de l'alcool éthylique en proportions égales, dans 
cinquante flacons identiques, à la mème température et pendant 
le mème temps, la quantité d’éther formée ne sera pas identi- 
quement la mème. La différence est due aux erreurs expéri- 
mentales, erreurs telles que, même quand on a spporté Île 
plus grand soin à les éliminer, jamais il n'y a deux masses 
matérielles identiques. A la cinquième, à la dixième, mettons 
à la vinglième décimale, elles devront différer. 

Mais il n'est plus question ici d'erreurs expérimentales. 
Alors que nous devons supposer que toutes les portions d'acide 
sulfurique et d'alcool mises en réaction sont identiques entre 
elles — ce n’est pas prouvé, mais c’est très probable — 77 n'en 
est pas de même pour des ensemencements microbiens. 

Fatalement des amas de cellules bactériennes doivent différer 
de nombre, de forme, de propriétés biologiques. Au début la 
différence n'apparaîtra pas; car, si l'on a bien opéré, les amas 
de cellules bactériennes sont presque identiques; mais au bout 
de quelques heures les minimes différences, qui existaient vir- 
tuellement, se manifesteront. 
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Prenons une comparaison. On a semé des grains de blé dans 
un champ; nous supposons qu'on les à pris d’un même épi, tous 
de même poids, de même couleur, de même âge. Tout de même, 
malgré toutes les plus minutieuses précautions pour que les 
ensemencements soient identiques, il y aura, au bout de deux 
mois, des plants assez dissemblables. 

Par conséquent, même quand les conditions extérieures nous 
paraissent identiques, les croissances sont différentes. Ces diffé- 
rences tiennent-elles à des conditions différentes extérieures 
ou intérieures? Autrement dit, s'il y a des croîts différents, 
est-ce parce que le terrain, l’exposition, la température sont 
variables (conditions extérieures) ou bien parce que les grains 
de blé avaient chacun un potentiel de crott différent (condi- 
tions intérieures) ? 

Par une analyse attentive des conditions extérieures, on 
peut arriver à éliminer, à peu près complètement, celles qui 
sont perturbatrices, tandis que rien ne peut nous révéler la 
différence du potentiel de croissance entre deux grains de 
blé de même poids, de mème couleur, de mème âge. La 
complexité de structure d’un grain de blé, énorme par rap- 
port à celle d’un cristal de carbonate de soude, fait qu'il y 
a certainement plus de différence entre deux grains de blé, 
d'apparence identique, qu'entre deux cristaux de carbonate de 
soude, d'apparence identique. EL cependant il y a certainement 
entre deux cristaux de carbonate de soude des différences. 

Donc, quand nous ensemençons une cullure avec des bacté- 
ries, nous ensemençons des germes très différents, qui vont 
croître très différemment; et l'écart observé entre les croiîts 
exprimera numériquement ces différences. Or nous croyons 
avoir assez bien opéré pour que les conditions extérieures, qui 
relèvent de notre #20dus operandi, soient identiques, ou à peu 
près. Done les différences sont dues à des divergences indivi- 
duelles entre les bactéries ensemencées {différences intérieures, 
qui échappent à toute appréciation). 

On voit combien, à l'envisager ainsi, la question s’élargit. 
L'individualité des cellules bactériennes n'a pas encore été 
abordée. Il est probable que cette étude mènerait à des résul- 
tats très intéressants. Chez les êtres supérieurs, l'individualité 
est très marquée. Deux oursins, sont, quoi qu'on fasse, deux 
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individus assez différents : combien plus deux cobayes? Com- 
bien plus encore deux hommes ? 

Nous nous proposons d'examiner plus tard jusqu'à quel 
point, dans quelques espèces bactériennes, il y a des écarts 
d'individualité. Nous n'avons étudié encore que le ferment 
lactique, et parmi ces ferments lactiques une seule espèce. 
Or il est vraisemblable que chaque espèce a son écart moyen 
particulier, qui indique les degrés de la variation individuelle : 
autrement dit, très probablement, de même que pour les ani- 
maux supérieurs, pour les microbes le coefficient de variation 
individuelle est différent d'une espèce à l’autre. 


Quoi qu'il en soit, pour en revenir à nos expériences, nous 
avons pu prouver que les variations individuelles sont d'autant 
plus apparentes que les conditions de culture sont plus défavo- 
rables. Dans un milieu très nutritif, l’écart moyen est faible; 
il devient très grand quand le milieu est anormal ou toxique. 
Sans doute c'est là une loi très générale. Pour une portée de 
lapins très bien nourris, la croissance est à peu près la même, 
maximale, par exemple. Au contraire, si ces jeunes lapins 
n’ont qu'une alimentation insuffisante, quelques-uns croîtront 
à peine, et mème périront; les autres auront un développe- 
ment presque normal. 

Si même on voulait pousser cette étude plus loin, il faudrait 
voir pourquoi avec certains poisons (chez les animaux supé- 
rieurs) la dose toxique est toujours à peu près la même, pour 
des individus identiques et de même espèce; tandis qu'avec 
d’autres poisons, la dose toxique est très variable (avec un 
écart moyen considérable). Cela permettrait peut-ètre de con- 
naître, une fois que l'élément sur lequel porte le poison aura 
été précisé, quels sont, chez les animaux {d’une mème espèce) 
les éléments variables d’un individu à l'autre. Par exemple, la 
dose convulsante de cocaïne est très constante, d’un individu 
à un autre, tandis que la dose toxique de muscarine est très 
différente (écart moyen considérable). Est-ce parce que l’action 
de la muscarine et celle de la cocaïne portent sur des cellules 
nerveuses différentes ? 

Bien entendu, dans ce travail de bactériologie générale, nous 
n'avons pu traiter, même à l’état d'ébauche, toutes ces graves 
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questions. Nous voulons simplement dire ici que nous y avons 
pensé. 

Les variations de l'individualité pour une même espèce 
prendront, pensons-nous, une importance croissante dans la 
physiologie. 


CONCLUSIONS 


j° Sur un milieu non additionné de toxique, on constate, 
entre des tubes de culture ensemencés simultanément et d'une 
facon identique et mis à fermenter dans des conditions sem- 
blables, de légères irrégularités de croissance, qui peuvent être 
mises en évidence par l'écart moyen de la moyenne des acidités 
formées dans le même temps (écart absolu). Cet écart, très faible 
dans les premières heures de la fermentation, augmente avec 
l'acidité dans une première période, atteint un maximum et 
décroît ensuite, lorsque l’acidité moyenne approche de l'acidité 
limite. Ce phénomène est d'autant plus marqué que l’ensemen:- 
cement des tubes est moins abondant et que le milieu utilisé 
se prête moins à une rapide multiplication du ferment. 

2° L’addition de la plupart des substances antiseptiques 
exagère ces irrégularités, qui sont maxima en présence du 
bichlorure de mercure, du nitrate d'argent ou du phénol, types 
d’antiseptiques irréguliers. 

Quelques rares substances sont sans influence : même, cer- 
taines substances comme le fluorure de sodium, semblent 
atténuer les irrégularités (antiseptiques réguliers). 

3° Il ne paraît pas possible de relier directement ce phéno- 
mène de l’irrégularité à une cause physique ou chimique. On 
doit probablement lui reconnaître pour cause une variable 
résistance des.individus microbiens d’une même culture vis-à- 
vis des toxiques, résistance qui, par conséquent, est en liaison 
étroite avec les phénomènes d’accoutumance. Placé dans un 
milieu additionné d’un antiseptique irrégulier dont il subit 
pour la première fois l’action, Le ferment lactique pousse d’une 
facon très irrégulière; au contraire, une race depuis longtemps 
accoutumée à ce même milieu toxique y présente de petits 
écarts, comparables à ceux d’un ferment témoin cultivé sur 
milieu normal, non antiseptisé. 


ACTION DE L'ÉTHER SUR LE VIRUS RABIQUE 


par P. REMLINGER. 


(Premier mémoire.) 


L'action de l'éther sur le virus rabique n’a été que peu étudiée. 
Seul, à notre connaissance, et dès les premiers temps de l'Ecole 
Pasteurienne, E. Roux (1) a fait des expériences sur ce sujet. 
Il suspendait dans un flacon contenant de l'éther saturé d'eau 
les cerveaux rabiques. De ceux-ci s'écoulait goutte à goutte 
un liquide qui se rassemblait au fond du vase, en même 
temps que l’éther pénétrait jusqu'au centre de la substance 
nerveuse. E. Roux obtenait ainsi d'une part un exsudat cellu- 
laire non coagulé, de l’autre la matière nerveuse dans laquelle 
le virus élait tué. En injectant à des lapins, séparément ou 
conjointement, ces deux substances, il est arrivé — particuliè- 
rement avec la substance cérébrale — à conférer l’immunité. 
Des essais de traitement des personnes mordues ont mème élé 
commencés. 

Sans connaître ces recherches mais guidé par les travaux de 
FH. Vixcenr sur l’atténualion par l’éther des virus typhoïdique, 
cholérique.. etc., nous avons eu recours à la technique sui- 
vante: L’encéphale d’un lapin mort du virus fixe est immergé 
dans l'éther sulfurique d'un petit flacon pot-ban. On note 
l'heure de l'immersion, puis, à intervalles réguliers, on pratique 
dans ce cerveau des prélèvements superficiels d'abord, de plus 
en plus profonds ensuite, centraux pour terminer. La substance 
nerveuse est émulsionnée dans l'eau physiologique et inoculée 
chaque fois sous la dure-mère d'un lapin et d'un cobaye. 
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau EL. Il va 
de soi qu'au cours de ces opérations des précautions sont à 
prendre pour débarrasser la substance nerveuse de l’éther qui 
pourrait lui adhérer, l'injection sous la dure-mère ou dans le 
cerveau du lapin ou du cobaye de traces même minimes d'éther 


1) Recherches inédites, communiquées personnellement. 
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exposant ces animaux à des accidents nerveux et pulmonaires 
le plus souvent mortels (congestion et ædème pulmonaires 
intenses à l’autopsie). 


TagLEau |. — Virulence pour la dure-mère du lapin et du cobaye des parties 
superficielle et profonde de cerveaux de lapin immergés dans l'éther. 


DURE-MERE DU LAPIN DURE-MERE DU COBAYE 
(1/2 cent. cube d'émulsion à 1/100) (1/5 cent. cube d’émulsion à 1/100) 
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Il résulte des données qui précèdent que la perte de virulence 
de la substance nerveuse s'effectue lentement en allant de la 
périphérie au centre. Après soixante heures en moyenne de 
séjour dans l'éther (un peu moins pour la dure-mère du lapin, 
un peu plus pour celle du cobaye) les couches superficielles des 
hémisphères cérébraux sont devenues complètement inoffen- 
sives. On peut suivre dans l'épaisseur de la substance cérébrale 
la disparition graduelle du pouvoir pathogène et, pour un encé- 
phale de lapin d'un poids moyen de 8 grammes, fixer à 420, 
125 heures le moment où les parties les plus centrales ont perdu 
leur virulence au point qu'une émulsion à 4/100 inoculée à la 
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dose de 1/2 cent. cube ne provoque aucune manifestation 
morbide. Pour la dure-mère du cobaye (1/5 cent. cube 
d'émulsion) ce délai doit être élevé jusqu'à 130-135 heures. Il 
ve de soi que, pour les organes et tissus autres que le système 
nerveux et pour le tissu cellulaire en particulier, la virulence 
est détruite bien avant les délais indiqués. Ainsi que nous le 
verrons, c'est un point qu'il ne faut pas perdre de vue dans la 
fixation du nombre d'heures qu'un cerveau doit passer dans 
l’éther avant de pouvoir être utilisé comme vaccin. 

Sans doute parce qu'ils sont privés de leurs matières grasses 
les cerveaux ayant séjourné dans l’éther s'émulsionnent dans 
l’eau physiologique avec une extrème facilité. Il était intéressant 
de rechercher quel était le pouvoir immunisant des émulsions 
ainsi obtenues. Deux séries d'expériences ont été entreprises 
pour essayer de déterminer ce pouvoir. Les unes ont porté sur 
le lapin ; les autres sur le cobaye. | 


1. — EXPÉRIENCES SUR LE LAPIN 


37 lapins ont reçu sous la peau en un nombre variable de fois 
de 110 à 700 cent. cubes d'une émulsion à 1/100 ou à 1/50 de 
cerveaux ayant séjourné de vingt-quatre à quarante-huit heures 
dans l’éther (1). Quinze jours après la dernière inoculation, 
les animaux étaient éprouvés, exceptionnellement dans la 
chambre antérieure, presque toujours sous la dure-mère 
(4/2 cent. cube d’émulsion de virus fixe à 1/100). Lorsque le 
résultat était négatif, l'opération était répétée tous les mois ou 
tous les deux mois afin d'apprécier la durée de l’immunité. Les 
résultats obtenus sont résumés dans le tableau IL. 


Des 37 lapins inoculés, 2 ont donc succombé à des accidents 
opératoires et ne peuvent entrer en ligne de compte. 8 lapins 


1) Un 38° lapin a succombé, en cours d'inmunisation, à une rage conférée 
par les inoculations vaccinantes. Le 18 octobre 1917, il avait reçu sous la 
peau 20 cent. cubes d'une émulsion à 1/50 d'un cerveau ayant séjourné vingt- 
quatre heures dans l'éther. L'injection est répétée aux mêmes doses les 24 et 
10 octobre. Premiers symptômes de rage paralytique le 2 novembre. Mort le 5. 
2€ lait que ce cas est demeuré unique permet d'apprécier l'écart æntre la 
irulence pour le système nerveux et le tissu cellulaire. 
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ont montré une immunité extrêmement solide. Ils ont résisté à 
2 trépanations (1 lapin); 5 trépanalions (3 lapins); 6 trépanations 
(3 lapins) ; 8 trépanations (1 lapin). Ces 8 lapins sont encore 
vivants et bien portants à l'heure actuelle, soit deux ans et plus 
après la première inoculation sous-dure-mérienne. 3 lapins, 
après avoir été trépanés une ou plusieurs fois sans succès, ont 
succombé ensuite à une affection non rabique. 2 lapins, après 
avoir résisté à une première trépanation, ont succombé à une 
deuxième. 2 lapins, après avoir résisté à une inoculation de virus 
fixe dans la chambre antérieure, sont morts à la suite d’une 
inoculation sous-dure-mérienne. Enfin 20 lapins sont morts 
dès la première trépanation avec un retard de 1 à 7 jours sur les 
témoins. 

Cependant on sait que les moelles rabiques perdent le plus 
souvent en même temps que leur pouvoir pathogène une grande 
partie de leur vertu immunisante et que les meilleurs vaccins 
sont constitués par des moelles à la limite de la virulence. 
12 lapins ont donc reçu sous la peau, du 5 mars au 12 juillet 
1918, de 300 à 1.000 cent. cubes d'une émulsion à 1/50 de cerveaux 
de lapins rabiques ayant séjourné quatre-vingt-seize heures dans 
l’éther, Quinze jours après la dernière injection sous-cutanée, 
ils ont été éprouvés soit dans la chambre antérieure, soit sous 
la dure-mère dans les mêmes conditions que les animaux du 
groupe précédent. Les résultats obtenus sont résumés dans le 
tableau HE. 


Ainsi, 2 lapins ont résisté à toutes les trépanations successives 
et sont actuellement encore vivants et bien portants ; 2 lapins 
ayant résisté l’un à une, l’autre à deux trépanalions ont succombé 
ensuite à une affection (diarrhée, broncho-pneumonie) n'ayant 
aucun rapport avec la rage ; 1 lapin ayant résisté à une première 
irépanation est mort de-la seconde, mais après onze jours de 
maladie et avec un retard de dix jours sur le témoin; 3 lapins 
ont résisté à l'épreuve de la chambre antérieure mais ont 
succombé à celle de la dure-mère, après dix jours de maladie et 
avec un retard de neuf jours sur le témoin, dans une observation. 
Enfin 4 lapins ont succombé dès la première inoculation sous- 
dure-mérienne mais avec un retard sur lés témoins qui, dans un 
cas, s’est élevé jusqu’à dix jours. Les résultats sont, on le voit, 
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sensiblement identiques à ceux obtenus dans la série d'expé- 
riences précédentes. 

On sait combien il est difficile de vacciner le lapin contre 
l'inoculation sous-dure-mérienne de virus fixe. On sait aussi 
que, le cas échéant, la durée de l'immunisation obtenue est le 
plus souvent très éphémère. La proportion élevée (17/49, soit 
34 p. 100) des animaux qui, une fois au moins, dans les expé- 
riences qui précèdent n'ont pas réagi à la trépanalion ; l’immunité 
extrèmement solide conférée à un grand nombre d’entre eux 
témoignent manifestement des propriétés vaccinantes des 
émulsions de cerveaux rabiques traités par l’éther. A ce que 
dans ces expériences le degré de l’immunité n’ait pas toujours 
été en raison directe de la quantité d'émulsion injectée ou en 
raison inverse de la durée d'immersion du cerveau dans l’éther, 
il ne saurait certes y avoir matière à surprise étant donnée la 
sévérité pour le lapin de l'inoculation sous-dure-mérienne du 
virus fixe. La sévérité de cette épreuve constituant jusqu’à un 
certain point une cause d'erreur dans l'appréciation du degré 
d'immunilé, une deuxième série d'expériences a été entreprise 
sur des cobayes, qui ont été éprouvés dans les muscles au lieu 
de l'être dans le cerveau. 


Il. — EXPÉRIENCES SUR LES COBAYES 


Expérience [ (préventive). — Trois lots de douze cobayes 
chacun reçoivent respectivement sous la peau, à quelques jours 
d'intervalle,60, 80 ou 100 cent. cubes d'une émulsion à 1/50 d’un 
cerveau de lapin virus fixe ayant séjourné quatre-vingt-seize 
heures dans l’éther. Quinze jours après la dernière injection, ils 
sont inoculés dans les muscles de la nuque avec 2 cent. cubes 
d'une émulsion à 1/100 de virus rabique fixe. Aucun de ces trois 
lots n'a présenté de mortalité, tandis que douze cobayes témoins, 
ayant simplement reçu dans la nuque l'inoculation d'épreuve 
précilée, ont donné 9 morts et 3 survies. 

Deux autres lots de douze cobayes chacun reçoivent sous la 
peau respectivement 20 et 40 cent. cubes d’une émulsion à 1/50 
lun cerveau de lapin virus fixe ayant séjourné quatre-vingt- 
see heures dans l’éther. Ils sont éprouvés quinze jours plus 


G 
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tard par l'inoculation dans les muscles de la nuque de 2 cent. 
cubes d’une émulsion de virus fixe à 1/100. Le premier lot 
(40 cent. cubes) a donné 3 morts et 9 survies ; le deuxième 
(20 cent. cubes), 5 morts et 7 survies. Douze cobayes témoins 
ayant simplement reçu dans la nuque 2 cent. cubes d'émulsion 
à 4/100 ont également donné 5 morts et 7 survies. 


Expérience II (curative). — 24 cobayes reçoivent le 29 mai 
1918, dans les muscles de la nuque, 2 cent. cubes d’une 
émulsion de virus rabique fixe à 1/100. 12 d’entre eux sont 
conservés comme témoins et fournissent 7 morts et 5 survies. 
Les 12 autres reçoivent sous la peau, à partir du lendemain, 60, 
S0 ou 100 cent. cubes d’une émulsion à 1/50 d’un cerveau de 
lapin virus fixe ayant séjourné soixante-douze heures dans 
l'éther. Les 4 cobayes ayant reçu sous la peau 60 cent. cubes 
d'émulsion ont survécu, de même que ceux qui ont reçu 100 cent. 
cubes. Les 4 cobayes ayant reçu sous la peau 80 cent. cubes 
d'émulsion ont donné 4 mort de rage et 3 survies. 


C) 
* 


+ *# 


Nous avons montré autrefois (1) que la stérilisation par l'éther 
faisait perdre au virus filtré à travers la bougie Berkefeld V ses 
propriétés immunisantes et avons tiré de ce fait une nouvelle 
preuve du passage du virus rabique à travers les filtres (2). Il 
n'existe aucune contradiction entre ces expériences et celles qui 
précèdent, le virus qui a traversé les bougies étant, comme 
l'ont démontré en particulier les travaux de pr Vestes, beaucoup 
plus sensible que le virus ordinaire à toutes les causes d’atté- 
nuation ou de destruction. Il nous a semblé au contraire que 
les résultats qui viennent d’être mentionnés étaient assez salis- 
faisants pour qu’on püût les appliquer à la pratique des vacei- 
nations, à la vaccination des herbivores en particulier. Les 


CRE REMLINGER. Ki passage du virus rabique à travers les filtres. Ces 
Annales, 1903, p. S4 

(2) Le filtrat Berkefeld V immunise le lapin contre la rage. Cette immunisa- 
tion peut être le fait du virus, des cadavres microbiens ou de la toxine. Elle 
ne parait causée ni par les cadavres microbiens, puisque le filtrat V n'immu- 
nise pas, ni par la toxine puisque le filtrat V traité par l'éther n'immunise pas 
davantage. 11 reste donc qu'elle soit produite par le virus lui-même qui, en 
conséquence, doit traverser Berkereld V. 


- 
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expériences ont porté sur la chèvre et leurs résultats ont été 
satisfaisants. Les épisodes suivants en témoignent. 


Expériexce I. — Le 1‘ septembre 1918, 4 jeunes chèvres 
recoivent dans les muscles de la nuque, profondément, au 
contact de la colonne vertébrale, 40 cent. cubes d'une émulsion 
d'un virus rabique de rue amenant par inoculation sous-dure- 
mérienne la mort du lapin en quatorze jours. Deux d’entre elles 
sont conservées comme témoins. Les 2 autres reçoivent sous Ja 
peau le 2 septembre — soit vingt-quatre heures après l’inocu- 
lation — l'émulsion dans 140 cent. cubes d'eau physiologique 
d'un petil cerveau de lapin virus fixe (5 grammes, soit 2 gr. 50 
pour chaque chèvre) ayant séjourné soixante-quatre heures dans 
l'éther. Le 3 septembre, elles reçoivent chacune un demi-cerveau 
(3 grammes) de lapin virus fixe ayant baigné soixante-quatre 
heures dans l’éther et émulsionné dans 125 cent. cubes d’eau 
physiologique. La vaccination se termine le # septembre par 
l'inoculation sous-cutanée d'un cerveau de 6 grammes 
(3 grammes pour chaque chèvre) ayant séjourné quarante-huit 
heures dans l'éther et émulsionné dans 125 cent. cubes d'eau. 
Ces deux chèvres ont survécu. Des deux témoins, l’un à survécu : 
l'autre a présenté le 6 octobre, au trente-cinquième jour, les pre- 
miers signes de la rage. Mort quatre jours plus tard le 10 octobre. 

Cette expérience ayant montré que l'inoculation d'épreuve 
n'était pas assez sévère (survie d'un des témoins) nous l’avons 
recommencée de la facon suivante : 

ExpÉRIENCE Il. — Le 28 octobre 1918, 8 chèvres reçoivent 
dans les muscles de la nuque, très profondément, au contact de 
la colonne vertébrale, 20 cent. cubes d'une émulsion à 1/50 d'un 
virus rabique de rue amenant par inoculation sous-dure- 
mérienne la mort du lapin en quatorze Jours. Elles sont ensuite 
réparties en deux lots destinés l’un à être soumis à la vaccination, 
l'autre à servir de témoins. 

2 des chèvres du premier lot reçoivent sous la peau, chacune. 
deux Jours et trois jours après l’inoculation virulente, l'émulsion 
entière dans 150 cent. cubes d'eau d’un cerveau de lapin virus 
lixe ayant séjourné soixante-douze heures dans l'éther (poids des 
cerveaux : 6 gr. 50, soit 13 grammes de substance nerveuse pour 
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chaque chèvre). Les deux autres animaux reçoiventune émulsion 
identique (deux cerveaux : 13 grammes de substance cérébrale) 
trois et quatre jours seulement après l’inoculation. | 

Les témoins ont succombé à la rage respectivement 23, 45, 49 
et 68 jours après l'inoculation virulente. Le diagnostic a été 
confirmé chaque fois par des passages. Tous les vaccinés ont 
résisté. 

Une neuvième chèvre ayant reçu sous la peau, à raison de 
deux cerveaux par jour, une dose d'émulsion vaccinante double 
de celle des animaux précédents (4 cerveaux ayant séjourné 
soixante-douze heures dans l’éther)n’a présenté consécutivement 
aucun symptôme morbide tel que paralysie, cachexie, amai- 
grissement,.… etc. 

L'innocuité de l'injection sous-cutanée de fortes doses 
d'émulsion de cerveaux rabiques traités par l'éther est pour la 
pratique de ce mode de vaccination d’une importance capitale. 
Nous avons donc cherché à établir celte innocuité par des expé- 
riences portant sur différentes espèces animales. Nous ne nous 
dissimulons pas toutefois que les résultats obtenus ne sont pas 
nécessairement applicables à l'homme. 

Chien. — 1° Le 17 avril 1919, le cerveau entier (9 grammes) 
d'un lapin ayant succombé au virus fixe a séjourné quatre-vinget- 
seize heures dans l'éther. [1 est émulsionné finement dans 
170 cent. cubes d’eau physiologique et inoculé en une fois 
sous la peau d’une jeune chienne. Aucun symptôme morbide. 

2° Le 18 avril 1918, un deuxième chien reçoit sous la peau 
un cerveau entier (7 grammes) de lapin mort de virus fixe 
immergé dans l’éther pendant soixante-douze heures. Môme 
inoculation le surlendemain avec un deuxième cerveau (6 gr. 50, 
ayant séjourné soixante heures dans l'éther. Aucun symptôme 
morbide, en particulier ni paralysie ni amaigrissement. 

3° Le 23 février 1919, on injecte sous la peau d’un chien 
l'émulsion dans 150 cent. cubes d'eau de deux cerveaux de 
lapins morts du virus fixe. L'un de ces cerveaux (7 gr.) a été 
maintenu dans l’éther pendant soixante-douze heures; l'autre 
(6 gr. 50) pendant quarante-huit heures. Aucun symptôme mor- 
bide chez l'animal inoculé. 

Chèvre. — Le 9 avril 1J18, une chèvre recoit sous la peau du 
ventre un cerveau enlier {8 grammes) de lapin virus fixe ayant 
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séjourné q uatre-vingt-seize heures dans l'éther et finement émul- 
sonné dans 300 cent. cubes d'eau physiologique. L'expérience 
est répétée le surlendemain avec un deuxième cerveau de 
8 grammes ayant également séjourné quatre-vingt-seize heures 
dans l'éther. Aucun symptôme morbide. 

Chat. — Le 12 avril 1918, ua chat reçoit sous la peau du 
ventre un cerveau entier (8 grammes) de lapin virus fixe, ayant 
séjourné quatre-vingt-seize heures dans l’éther et finement émul- 
sionné dans 200 cent. cubes d'eau physiologique. Aucun 
symptôme morbide. 

Cobaye. — Le 24 avril 1918, deux cobayes pesant l'un 807, 
l'autre 827 grammes, recoivent chacun sous la peau un cerveau 
de lapin virus fixe du poids de 8 grammes, ayant séjourné 
quatre-vingl-seize heures dans l'éther et émulsionné dans 
150 cent. cubes d’eau physiologique. Aucun symptôme morbide. 

Rat. — Le 17 février 1919, le cerveau (8 grammes) d'un lapin 
mort de virus fixe est retiré de l'éther où il à été immergé 
soixante-douze heures et émulsionné dans 80 cent. cubes d’eau 
physiologique. Quatre rats blancs reçoivent sous Ja peau chacun 
20 cent. cubes de cette émulsion, soit 2 grammes de substance 
nerveuse. On n'observe chez eux absolument aucun symptôme 
morbide. 

Singe(Papion du Sénégal). — Recoitsous lapeau del'abdomen, 
le 16 février 4919, un cerveau entier (8 grammes) de lapin virus 
fixe ayant séjourné quatre-vingt-quinze heures dans l’éther et 
émulsionné dans 100 cent. cubes d’eau salée. 

Aucun symptôme morbide. Le 7 mars, l'expérience est répétée 
avec deux cerveaux (15 grammes de substance nerveuse) ayant 
baigné dans l’éther soixante-douze heures et émulsionnés dans 
200 cent. cubes d'eau physiologique. Aueune particularité à 
signaler. 

Lapin. — 1° Le 25 mars 1918, un cerveau entier de lapin 
(6 grammes) mort du virus fixe est retiré de l’éther dans lequel 
il a baigné quatre-vingt-seize heures, émulsionné dans 180 cent. 
cubes d'eau physiologique et inoculé en totalité sous la peau d'un 
lapin de 1.500 grammes. Aucun symptôme morbide. 

2° Le 27 mars 1918, un lapin de 1.500 grammes reçoit sous 
la peau, émulsionné dans 180 cent. cubes d'eau salée, le cerveau 
entier (T grammes) ayant séjourné quatre-vingt-seize heures 
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dans l’éther d'un lapin mort du virus fixe. Il se porte très bien 
les jours suivants. Le 30 mars, il recoit de même, sans accuser 
la moindre réaction, un cerveau de lapin virus fixe (8 grammes, 
soixante-douze heures d’éther) émulsionné dans 180 cent. cubes 
d'eau. Le 5 avril, inoculalion d'un troisième cerveau (7 gr. 50, 
soixante-douze heures d'éther). Le lapin est demeuré très bien 
portant et n'a présenté en particulier ni paralysie, ni amaigris- 
sement. | 

On a vu également, au début de ce travail, que de nombreux 
lapins avaient reçu sous la peau, sans en ètre incommodés, des 
quantités d'émulsions de cerveaux ayant séjourné dans l’éther, 
bien supérieures à celles qui seront jamais employées dans un 
but thérapeutique (500, 600, 700, 800, 1.000 cent. cubes). Deux 
fois seulement, nous avons vu des lapins ainsi traités présenter 
des phénomènes paralytiques, auxquels ils ont fini par succomber 
et dont l'absence de caractère rabique a été démontrée par les 
passages. Bien que la relation de cause à effet entre les injections 
sous-cutanées de substance nerveuse et l'apparition des phé- 
nomènes paralytiques ne.soit pas de toute évidence, nous 
tenons à relater ici, en toute impartialité, ces deux observations. 


OgsErvarTION 1. — Un lapin adulle reçoit sous la peau, du 
18 octobre 1917 au 22 février 1918, 500 cent. cubes d'une 
émulsion à 1/50 de cerveaux rabiques ayant séjourné vingt- 
quatre heures dans l'éther. Il est éprouvé le 6 mars par Imocu- 
lation sous-dure-mérienne.Vingtet un jours plus tard,le 27 mars, 
il présente de la chute de la tête par paralysie des muscles de la 
nuque. Aucune paralysie des membres. Celle-ci apparait 
seulement le 3 avril et porte à la fois sur les membres antérieurs 
et postérieurs. Elle n’est toutefois pas complète et le lapin, 
tout en vacillant fréquemment, arrive à se tenir à peu près 
d'aplomb su: ses paltes. Les jours suivants l'état demeure 
stationnaire. L'animal continue de s’alimenter. Le 8 avril, la 
parésie parait localisée au train postérieur et à la nuque. Le 
train antérieur est redevenu normal. L'appétit est excellent. 
Tendance à la diarrhée. Le lapin traine sur le sol de sa cage son 
train postérieur paralysé et souillé de matières fécales. À partir 
du 20 avril, on note un peu d’amaigrissement, mais la paralysie 
est stationnaire et demeure toujours localisée au train postérieur 
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et à la nuque. Le 26 avril au matin — un mois après le débutdes 
phénomènes paralytiques — on est surpris de trouver le lapin 
mort dans sa cage. La veille, il avait son habitus normal el 
ivait mangé de bon appétit. Autopsie complètement négative. 
Fous les organes sont sains. La moelle n’est ni congestionnée, ni 
ramollie. Une émulsion du bulbe est injectée sous la dure-mère 
de 2 lapins et de 2 cobayes. Tous ces animaux sont demeurés 
parfaitement portants. 


Osservarion I. — Une lapine a reçu sous la peau ,du 3 octobre 
au 15 novembre 1917, 150 cent. cubes d'émulsion à 1/50 de 
cerveaux de lapin virus fixe ayant séjourné vingt-quatre heures 
dans l’éther. Elle est trépanée sans succès au virus fixe les 
27 novembre et 23 décembre 1917, ainsi que les 8 avril et 
26 juillet 1918. À partir du 15 septembre (dix mois après la 
dernière injection sous-cutanée, un mois et demi après la 
dernière inoculation sous-dure-mérienne), on remarque une 
certaine difficulté de l’animal à se mouvoir. Celle-ci augmente 
peu à peu. Le 20 septembre, la paralysie du train de derrièr: 
est complète. Les membres antérieurs sont simplement parésiés. 
L'aspect du lapin serait lout à fait celui d’un lapin rabique si le 
regard n'avait pas sa vivacilé habituelle et si l'appétit n'était 
pas pleinement conservé. L'état demeure stationnaire les jours 
suivants. La paralysie des membres antérieurs est toujours une 
simple parésie. Le cou et la tête sont indemnes. Appétit plutot 
exagéré. Vers la fin du mois de septembre, les membres anté- 
rieurs et surtout les membres postérieurs se contracturent en 
extension. Au niveau de ces derniers, il existe un léger degré 
d'atrophie musculaire, Au commencement d'octobre, on note 
un amaigrissement progressif bien que l'animal continue de 
manger avidement ses rations. Il est trouvé mort le 13 octobre 
au malin après un mois exactement de maladie. L'autopsie ne 
révèle aucune autre particularité qu'une extrême émaciation. 
Les passages effectués par le cerveau du lapin et du cobaye sont 
demeurés négatifs. 


Nous avons tenu à publier ces deux observations parce qu'elles 
présentent quelques analogies avec certains accidents paraly- 
tiques observés chez l'homme au cours du traitementantirabique, 
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et bien qu'apparus chez des lapins trépanés un lemps plus ou 
moins long (de un mois à dix mois) après la dernière injection 
sous-cutanée les phénomènes paralytiques ne puissent guère 
être imputés aux inoculations hypodermiques de substance 
nerveuse traitée par l’éther. Nous ne croyons nullement qu’on 
puisse tirer de ces faits exceptionnels, susceptibles de recevoir 
des interprétations très différentes, une contre-indication à la 
vaccination des herbivores au moyen du virus rabique atténué 
par l’éther. Les résultats obtenus chez la chèvre peuvent sans 
nul doute être étendus aux Bovidés, aux Équidés et à tous les 
Herbivores.Après morsure,ilsera désormais'possible,semble-t-il, 
de vacciner ceux-ci très simplement en leur injectant sous la 
peau en deux ou trois fois, émulsionnés dans de l’eau bouillie, 
deux ou trois cerveaux entiers de lapin virus fixe ayant séjourné 
dans l’éther de soixante-quinze à soixante-dix heures et sans 
doute moins encore. 

Nous croyons devoir également attirer l'attention sur les 
avantages que l’atténualion du virus rabique par l’éther paraît 
susceptible de présenter pour la vaccination de l’homme. Le 
procédé est simple, rapide, économique. Il ne nécessite aucune 
installation spéciale et est à la portée d’un grand nombre de 
médecins, de tous les Directeurs de Bureaux d'Hygiène etétablis- 
sements similaires, par exemple. Son emploi constituerait et 
pour les établissements d'assistance et pour les mordus une 
orande économie de temps, de travail let d'argent. Nous nous 
proposons de le mettre en pratique prudéemment, conjointement 
avec le procédé classique d’abord, seul ensuite dès que des 
circonstances favorables se présenteront. L'Institut Pasteur de 
Tanger reçoit actuellement un nombre de mordus trop infime 
pour que cette expérience puisse y être entreprise de façon 
utile. | 
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ÉTUDE SUR LE BACILLE DU ROUGET 


par L. COTONI. 


(Avec la planche VIL) 


Les recherches, dont nous relatons ici le résultat, avaient 
été effectuées avant la guerre, au cours de travaux portant sur 
la virulence en général. Nous examinerons successivement 
l'origine et les caractères généraux des divers échantillons 
microbiens, le pouvoir pathogène vis-à-vis de trois espèces ani- 
males (souris, pigeon, lapin) et nous rapporterons une auto- 
observation de rouget, accidentellement inoculé, traité par le 
sérum spécifique. 


ORIGINE DES ÉCHANTILLONS ÉTUDIÉS 


Des 11 échantillons qui font l’objet de cette étude, 9 ontété 
isolés en France à l’autopsie de pores atteints de rouget, et 
comprennent les 2 vaccins de Pasteur. Nous remercions vive- 
ment MM. Jouan et Césari, qui nous ont confié ces cultures. 
Quant à 2 autres échantillons, remarquablement peu patho- 
gènes, ils provenaient du laboratoire du professeur Ehrlich. 


CARACTÈRES GÉNÉRAUX 


MorPHOLOGIE. 


L'examen microscopique montre toujours des bacilles immo- 
biles, colorables par la méthode de Gram. Dans les milieux de 
culture en présence ou en l'absence de l'air, le plus grand 
nombre des échantillons fournit des formes extrèmement 
courtes, grêles, et souvent rigides, l'aspect flexueux et filamen- 
teux n'apparaissant jamais ou de facon passagère et partielle ; 
au contraire les éléments de l'échantillon Kônigsberg, non 
palhogène, sont longs et flexueux ; l'échantillon Rosenbach, 
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peu actif vis-à-vis des animaux, montre un mélange de formes 
longues et courtes. Dans les humeurs et organes des animaux 
inoculés, nous n'avons jamais observé les bacilles flexueux que 
signalent certains auteurs: les germes, plus où moins courts, 
extra où intraleucocytaires, sont en général plus abondants 


dans le sang de la souris et du pigeon que dans celui du lapin. 


CARACTÈRES DE CULTURE. 


Le plus souvent il s'agit de cultures obtenues à la température 
de 37°, en présence de l'air. 

Bouillon Martin. — Toujours peu abondantes, elles atteignent 
leur plus grande richesse avant vingt-quatre heures. Les échan- 
tüillons doués d’une virulence médiocre fournissent des cultures 
particulièrement maigres ; nous ne saurions affirmer d’ailleurs 
que la pauvreté des cultures est un caractère constant des 
échantillons peu pathogènes. Dans presque tous les cas, le 
bouillon montre un trouble uniforme et, après agitation, des 
ondes soyeuses ; parfois des cultures faiblement virulentes ont 
présenté un dépôt surmonté de liquide un peu trouble ou limpide, 
mais cet aspect est exceptionnel. La réaction modérément 
alcaline au tournesol du bouillon employé est demeurée telle 
quelle après développement microbien. 

Bouillon Martin + 1/3 de liquide d'ascite. — Cultures plus 
abondantes que les précédentes. L'aspect de liquide limpide 
avec dépôt est moins rare. La réaction alcaline du milieu n’est 
pas modifiée de facon sensible. 

Gélose classique, inclinée. — Colonies très petites, souvent 
plus fines qu'une tête d’épingle, transparentes. 

(Grélose ascite. — Colonies d'aspect analogue, en général un 
peu plus: volumineuses. 

Gélatine (1). Après ensemencement, par piqûre, de sang 
infecté ou de bouillon, les cultures obtenues sont d'aspect 
variable. En général, on rencontre deux espèces bien différentes 
de colonies, dont la proportion réciproque varie avec l’échan- 
tillon et l’âge de la culture. Les unes (type grenu), plus petites 


© 
qu'une tête d'épingle, blanchâtres, offrent des contours ronds, 


(1) 1 s'agit de bouillon Martin, gélatiné à 15 p. 100, 
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bien arrêtés ; les autres (type en houppe), franchement blanches, 
floconneuses, à bords estompés, nuageux, mal limités, se déve- 
loppent toujours plus tard que les précédentes ; apparaissant 
d'abord dans les couches superficielles du milieu, elles peuvent 
se montrer ou non, ensuite, dans la profondeur. Certaines cul- 
tures, âgées de plusieurs semaines, présentent quelques colonies 
d'aspect encore différent, en pinceau court et en bois de cerf. 
Dans plusieurs cas, l'ensemencement en gélatine de colonies en 
houppe isolées a fourni seulement des colonies de même type. 

L'aspect classique et caractéristique dit en brosse à bouteilles 
est loin de s’observer chez tous les échantillons, comme on sait 
déjà. En général le développement devient visible vers le troi- 
sième jour. Des colonies punctiformes, blanchâtres ou jaunâtres, 
s'échelonnent jusque dans la profondeur du milieu, suivant le 
trajet de la piqûre. Dès cette époque on peut apercevoir quelques 
colonies en houppe, plus volumineuses, d’un blanc éclatant, 
mélangées avec les précédentes, en particulier dans le tiers 
supérieur de la gélatine. Les jours suivants, ces colonies en 
houppe apparaissent plus nombreuses, envahissant la couche 
profonde du milieu, mais leur développement est très variable 
suivant l'échantillon microbien observé. À la surface de la 
gélatine, végétation minime. Les cultures âgées de plusieurs 
semaines peuvent montrer un aspect général nuageux par 
coalescence des colonies. 

Sérum équin coaqulé. — Petites colonies non caractéristiques. 

Pomme de terre. — Pas de culture visible. 


CARACTÈRES BIOLOGIQUES. 


Anaérobiose. — Tous les échantillons croissent aisément dans 
le vide. L'aspect des cultures, l'abondance, la réaction au tour- 
nesol sont sensiblement les mêmes que dans les tubes corres- 
pondants mis en présence de l'air. Nous avons pu faire de très 
nombreux passages dans le vide, sans que le pouvoir pathogène 
parût modifié. 

Exigences thermiques. —,Les échantillons étudiés se déve- 
loppent dans le bouillon Martin à l'air, à 42°. 

Pouvoir saccharolytique. — Xes cultures en bouillon Martin 
glucosé à 2 p. 1000 sont souvent plus abondantes qu'en bouillon 
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Martin simple ou additionné de liquide d’ascite. Mème aspect à 
l'œil nu. La plupart des échantillons acidifient le milieu, alcalin 
au tournesol avant l’ensemencement. Les deux vaccins et 
plusieurs échantillons très peu pathogènes laissent le bouillon 
alcalin. Il serait intéressant de savoir si la baisse du pouvoir 
fermentatif est toujours parallèle à celle de l’action pathogène. 

Pouvoir protéolytique (négatif). — Aucun échantillon ne 
liquéfie la gélatine ni le sérum coagulé. Tous se développent 
facilement dans le lait, sans modification visible du milieu. 

Production d’'HS. — Pour tous les échantillons, les cultures 
en bouillon Martin à l'air dégagent une odeur d’'H:S. Cette odeur 
s’observe plus rarement dans les cultures en bouillon Martin, 
additionné de liquide d’ascite; elle manque enfin si l’on s'adresse 
au bouillon glucosé et au lait. 

Insolubilité dans la bile. — Tous les échantillons sont inso- 
lubles. | 

Action sur les hématies (nulle). — Plusieurs se sont montrés 
inactifs sur les hématies des espèces suivantes: cobaye, lapin, 
mouton, cheval, bœuf. 

Vitalité. — Nous avons conservé facilement tous nos germes 
dans le bouillon Martin additionné de liquide d’ascite en 
ampoules scellées, à la glacière. Le premier repiquage fournit 
en général une culture à 37°, dès le lendemain; toutefois 
certains échantillons, en particulier peu pathogènes,peuvent ne 
pousser qu'après plusieurs jours. Le bacille du rouget est 
réputé pour sa résistance. Des tubes de bouillon Martin 
ensemencés avec l'échantillon pathogène Césari, scellés, et 
conservés dans l’étuve à 37°, nous ont fourni après cinq ans, 
sans aucune difficulté, de nouvelles cultures. (Voir le tableau 
ci-Joint.) 


RELATION ENTRE LE POUVOIR PATHOGÈNE ET CERTAINS CARACTÈRES, 


Rappelons que les échantillons les moins pathogènes de notre 
collection (Rosenbach, Künigsberg, Durousseau, 1°" et2° vaccins) 
offrent en commun un ou plusieurs caractères : 

1° Présence exclusive de formes longues et flexueuses dans 
les cultures (échantillon Kôünigsberg) ou partielle (échantillon 
Rosenbach). 
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2% Abondance faible des cultures en bouillon Martin (échan- 
tillon Kôünigsberg, Durousseau, 1° vaccin). 

3 Aspect agglutiné de certaines cultures en bouillon Martin 
plus fréquemment encore en bouillon additionné de liquide 
d'ascite (Durousseau, 1% et 2° vaccins). | 

Ces différents caractères sont intéressants à rassembler. 
Devons-nous ajouter que la présence d'un d'entre eux ne per- 
mettrait pas, le cas échéant, de prévoir régulièrement la baisse 
ou l'absence du pouvoir pathogène ? 


POUVOIR PATHOGÈNE 


Des cultures en bouillon Martin à 37°, âgées de vingt-quatre 
heures, ont été inoculées sous la peau de souris blanches (mâles 
de 15 à 20 grammes) ; dans le muscle pectoral de pigeons adultes ; 
sous la peau et dans les veines de lapins pesant 1 kilo et demi à 
2 kilos. 

Les animaux qui résistent ont toujours été observés pendant 
trois semaines au moins. 


4° Acrion sur LA sOURIS. — La plupart des échantillons tuent 
à doses très faibles (1/100.000 à 1/1.000.000 cent. cube de cul- 
ture liquide). La survie n'est jamais inférieure à deux jours 
et peut atteindre treize jours ; on saisit la tendance du rouget à 
réaliser une maladie de longue durée. Les doses les plus fortes 
ne tuent pas toujours le plus vite. Si nous faisons cette remarque, 
c’est qu’on attache souvent une certaine importance à la due 
de la survie dans de semblables expériences, au cours de l’étude 
du pouvoir pathogène, chez diverses familles microbiennes ; 1l 
est vraisemblable que la résistance d’une espèce animale à la 
même dose de virus varie suivant les sujets dans de larges 
limites; on agira avec prudence, en pareil cas, en inoculant la 
même quantité de microbes à de nombreux animaux. Les deux 
vaccins pastoriens sont remarquablement actifs chez la souris, 
qu'ils font périr à la dose de 1/10.000.000 cent. cube. 

Les souris qui succombent à l'infection manifestent de la 
somnolence ; certaines demeurent pendant plusieurs jours 
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immobiles, le poil hérissé, les paupières agglutinées par une 
sécrélion purulente. Après l'injection d'un échantillon peu 
virulent, une souris morte le deuxième jour a présenté de la 
tuméfaction douloureuse du coude. 


| ÉCHANTIL- 


LONS 


Künigsberg. 


Rosenbach. 


Durousseau. 


4er vaccin 


2ÉBVAGCIN: de 


Petit. 


Vanves. . 


Soulié . . . 
Gésari 1e, 


Relriiees 
Rem 


DOSES MORTELLES MINIMA 


SOURIS 
MORTE "AS OR 
SOUS DANS 
LA PEAU LES VEINES 


e:c: 
inoffensif. 


1 ATEETEE 
inoffensif. 


AVCIE: 
inoffensif. 


MRC: 
Mort in- 
constante. 


Cuilot de 
12 c.c. inof- 
fensif dans 
certaines 
expériences 
1/10.000.000 


1/10.000.000 


1/1. 000.000 


1/1.000.000 
1/100.000 


1/100.000 


1/1.000.000 
1/100.000 


LAPIN 
e En IT 
SOUS DANS 
LA PEAU LES VEINES 


PIGEON 
SOUS 
LA PEAU 


ee ee 


1670: 
inoffensif. 


ACC: 
cultures du 
sang etdes 

organes 

négatives. 
A7C:c AROARC 
inoffensif. 


1/10 ” 
1/100 


1 /100 


mort in- 
constante. 


1 / 1.000 


ACC. 
lésion locale 
seulement. 


1/100 1/10.060 


1/10.000 » 1/10.600 
1N 02e: 
lésion locale 
seulement. 


1/100.000 1/10.000 


1/400.000 1+C:C: 1/10.000 
mort in- 
constante. 
1/1.000.000 


1/100.000 1 c.c. 


CC: 1/100.000 
lésion locale 
seulement. 


1/1.000.000 


A l’autopsie, la rate apparaît presque toujours grosse ; le foie 
est de couleur rouge sombre ou rose saumoné et présente dans 
beaucoup de cas un aspect carrelé à sa surface; les reins sont 
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rouge foncé ; la face profonde de la peau est souvent le siège 
d'un érythème. Les microbes pathogènes se montrent nombreux 
en général dans les frottis de rate, parfois rares ; une grande 
quantité de bactéries peut se rencontrer même dans les cas de 
longue survie, mais rien n’est constant à cet égard. Les frottis 
de rein présentent des germes nombreux ou non. 

Ajoutons qu'on peut infecter quelquefois les souris per os, en 
les nourrissant avec des cadavres de souris mortes du rouget, ou 
en répandant des cultures sur leurs aliments. L'injection intra- 
veineuse, pratiquée au niveau d'une des veines de la queue, 
paraîl plus sévère que l’inoculation sous-cutanée. 


2 AGTION SUR LE PIGEON. — La plupart des échantillons tuent 
le pigeon. Les doses mortelles minima s’échelonnent, suivant le 
cas, de 1/10 à 1/1.000.000 cent. cube. Quand l'animal succombe, 
c’est après deux jours et demi au plus tôt; le 10° jour a constitué 
le délai extrême que nous avons observé. Chez le pigeon, comme 
pour la souris, dose forte n’entraîne pas toujours mort la plus 
rapide. Celle-ci peut être précédée de frissons, d’une soif d’air 
manifeste, de mouvements respiratoires accélérés et irréguliers. 

A l’autopsie, la rate est grosse ou a conservé son volume 
normal ; le foie présente souvent un aspect rouge sombre 
tacheté de jaune ; le péricarde peut contenir une petite quantité 
de liquide citrin ; au point inoculé, le muscle pectoral est le 
siège parfois d’un foyer jaunâtre nécrotique. Les bacilles du 
rouget sont en général nombreux, à l'examen microscopique, 
dans les frotlis de sang cardiaque (germes intraleucocytaires), et 
dans ceux du foie et de la rate. | 

A l'égard du pigeon, la virulence des deux vaccins est 
moyenne; le premier vaccin tue à la dose de 1/10 cent. cube ; 
le deuxième à celle de 1/1000 cent. cube. 


3° ACTION SUR LE Lapin. — Injectés dans les veines, beaucoup 
d'échantillons tuent le lapin, mème à doses faibles 41/1000, 
1/10.000,1/190.000 cent. cube); par la même voie, il faut 1 cent. 
cube du premier ou du deuxième vaccin pour amener réguliè- 
rement la mort. 

La survie varie entre un jour et demi et treize jours. Quatre 
Jours conslituént un délai assez fréquent. Chez le lapin, les morts 


ÉTUDE SUR LE BACILLE DU ROUGET 641 


rapides succèdent de préférence à l'injection des fortes doses. 

On peut observer la double conjonctivite catarrhale, parfois 
muco-purulente, de l’enchifrènement. Nous avons noté chez un 
animal la tuméfaction de la tête tibiale. La paraplégie se voit 
dans certains cas, et surtout l'émaciation chez les lapins qui 
survivent longtemps. 

La mort peut succéder à une période de dyspnée, dans laquelle 
l'animal, couché sur le côté, exécute des mouvements de course 
avec ses membres antérieurs. À l’autopsie, on trouve la rate de 
volume normal ou exagéré. les poumons souvent congestionnés. 
L'examen microscopique montre de rares bacilles dans les frottis 
du sang cardiaque, du foie, de la rate ou même pas de germes : 
les ensemencements peuvent demeurer négatifs. 

A noter l'influence capitale de la voie d'inoculation. — Plu- 
sieurs échantillons, dont l'injection intraveineuse amènerait la 
mort, ne font pas périr le lapin, s'ils sont injectés à des doses 
10.000 Jos plus élevées, sous la peau, et dans certains cas ne 
provoquent même aucune lésion locale. Exemple: l'échantillon 
Rein IL : dose mortelle minimum par la voie veineuse de 
1/10.000 cent. cube; es lapins, ayant reçu 1 cent. cube de cul- 
ture sous la peau, résistent. 

L'injection sous-cutanée peut produire un empätement 
rénitent ou ferme, puis une escarre noire: la sérosité que relire 
la ponction ne montre pas de germes à l'examen microscopique 
ni après l'ensemencement. 

L’inoculation dans le foie, Le rein, la cavité pleurale se montre 
plus sévère. La fréquence de la conjonctivite succédant aux 
injections faites par les voies les plus diverses est un fait à 
retenir. 


On connaît l’immunité du cobaye vis-à-vis du bacille du 
rouget. Nous avons vu cette espèce résister à l’inoculation intra- 
veineuse du culot de 20 cent. cubes de culture. 

Par contre le calfat semble très sensible. [Il peut succomber 
avant le second jour, plus vite que la souris. À noter cependant 
que le calfat résiste parfois à l'injection d’un demi-centimètre 
cube dans le muscle pectoral, mais son emploi systématique 


serait intéressant pour des échantillons peu pathogènes. 
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* 


x + 


A un point de vue quantitalif, nos échantillons se présentent 
ainsi (voir le tableau ci-dessus) : 

j° La plupart d’entre eux tue la souris, sous la peau, vers 

/1.000.000 cent. cube, le pigeon, dans les muscles, vers 
à /100.000 cent. cube, le lapin dans les veines, vers 1/10.000 cent. 
cube. Pouvoir pathogène très accusé chez la souris el le pigeon ; 
à l'égard du lapin, il se manifeste avant tout par voie veineuse ; 

2° Lis deux vaccins pastoriens sont très pathogènes pour la 
souris, moyennement pour le pigeon, faiblement pour le lapin. 
Le deuxième vaccin se distingue surtout du premier par une 
plus grande activité vis-à-vis du pigeon; 

3° Classons à part trois échantillons peu ou nullement patho- 
gènes. 

L'échantillon Durousseau était arrivé à ne plus tuer la souris 
à la dose de 12 cent. cubes de culture (culot de centrifugation) 
sous la peau ; inoffensive également l'injection intraveineuse 
de 4 cent. cube. Le pigeon résistait à l'inoculation de 1 cent. 
cube dans les muscles, tandis que la même quantité, admi- 
nistrée dans les veines, tuait le lapin. 

Pour l'échantillon Künigsberg, à cultures d’ailleurs maigres, 
les doses de 4 cent. cube (sous la peau) et de 1/4 cent. cube 
(dans la veine) étaient inoffensives vis-à-vis de la souris. 

Quant à l'échantillon Rosenbach, qui fournissait au contraire 
des cultures de richesse normale, il tuait le calfat, et amenait 
la mort de la souris à la dose de 1/2 cent. cube dans la veine, 
irrégulièrement. 


4° ViRULENCE Er Toxicité. — Qu'on observe avec attention le 
tableau anatomique et clinique réalisé par l'infection de chaque 
espèce animale, on sera amené à penser que le bacille du rouget 
manifeste chez la souris, le pigeon et Le lapin, sa virulence et 
sa toxicité dans des proportions différentes. 

Chez la souris, l'infection succède à l’inoculation sous-cutanée, 
encore mieux intraveineuse (cas de quelques échantillons excep- 
üonnellement peu pathogènes), parfois à l’ingestion. Rareté 
des troubles d'ordre toxique. Microbes en général très nombreux 
à l'autopsie, même dans les cas de survie qu, Le bacille du 
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rouget manifeste surtout sa végétabilité in vivo, c'est-à-dire sa 
virulence. 

Chez le lapin, celte dernière propriété se trouve dominée par 
la toxicité. La voie veineuse est souvent nécessaire pour tuer. 
Les symptômes d’origine toxique prédominent{(amaigrissement, 
paraplégie) ; enfin des échantillons peu virulents ou avirulents 
d'une façon passagère (échantillon Durousseau) (1), peuvent tuer 
le lapin, dans la veine, les ensemencements du sang et des 
organes demeurant stériles. 

Chez le pigeon, le bacille du rouget est souvent très pathogène, 
à la fois virulent {doses faibles mortelles, microbes nombreux 
à l'aulopsie) et toxique (nécrose au foyer d'inoculation, cachexie 
lente, comme l’a observé autrefois M. M. Nicolle). 


RELATION D'UN CAS DE ROUGET HUMAIN. 


On admet en général que l’ingestion de viande de porc atteint 
de rouget est inoffensive pour l’homme. Lubowski a rapporté, 
il est vrai, le cas curieux et unique d’un enfant ictérique, dans 
les selles duquel il réussit à isoler le bacille du rouget. 

D'autre part, des vétérinaires et employés d'abattoirs ont 
contracté une lymphangite généralement curable en maniant 
des cultures ou des viandes infectées. Nous avons pensé qu'il 
était intéressant de relater notre propre observation, où les 
symptômes sont analogues à ceux de diverses observations déjà 
connues (Mayer, Hildebrand, Casper, Schmuck, Hennig, Preisz, 
Rosenbach, Gleich, Gerdes, etc.). 


Le 10 Juillet 1914, nous nous piquons accidentellement au dos du pouce 
avec une aiguille souillée de culture virulente. A noter que cette piqüre ne 
dépassait certainement pas les couches toutes superficielles de l’épiderme. 
- L'échantillon de bacille du rouget en question était franchement virulent, 
tuant la souris à 4/100.000 cent. cube (au moins), le pigeon à 1/100.000 cent. cube 
(au moins), le lapin à 1/10.000 cent. cube (injection veineuse). 

Le 11, 18 heures après le traumatisme, la région lésée estle siège, surune 
étendue d'environ 1 cent, carré, d’un érythème légèrement douloureux. La 
gène augmente rapidement pendant les heures qui suivent; la rougeur dif- 
fuse au niveau du dos du pouce et de l'éminence thénar, et dessine une 
traînée linéaire jusqu’à la moitié du bras. Pansement humide. 

Le 12, la doulour s’atténue, mais la rougeur s'étend sur la face antérieure 
de l’avant-bras. Pas d'adénopathie épitrochléennne ni axillaire appréciable, 


(1) Voir le tableau. 
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Le 43. la douleur a disparu; la rougeur se limite au pouce, qui montre 
même la trace de la piqüre, invisible jusqu'à ce jour. 

A partir du 14, la plaque de lymphangite s'étend à nouveau autour de la 
piqûre. Injeclion de 5 cent. cubes de sérum anti-rouget sous la peau de l’avant- 


bras qau che. 

Le 15, celte plaque déborde l'articulation métacarpo-phalangienne de 
2 centimètres en haut, de 3 centimètres en bas: la peau, de coloration rose 
clair au centre, rouge sur les bords, est difficile à plisser et douloureuse à 
la pression (voir la planche VII). | 

Le 16, les dimensions de la plaque dépassent celle d'une pièce de 5 francs; 
elle empiète sur les faces latérales du pouce. Le cordon lymphangitique 
réapparaît à la face antérieure de l'avant-bras. Des ganglions axillaires sont 
douloureux. Injection de ?0 cent. cubes de sérum sous la peau de l'ubdomen. 

Le 17, la plaque s'étend en bas jusqu'au milieu du dos de la phalange, en 
haut à 2 cent. 1/2 de l'apophyse styloïde radiale, et déborde largement les 
faces latérales du pouce : elle est violacée et indolore au centre, douloureuse 
et rouge au pourtour, pàle de facon passagère après la pression. Le même 
jour, douleurs au niveau des membres inférieurs. 20 cent. cubes de sérum sont 
injectés sous la peau de l'abdomen. 

Le /3, œdème rouge étendu au pouce tout entier. 

À partir du 19,les symptômes inflammatoires diminuent et disparaissentaprès 
quelques jours. En même temps débutent des accidents multiples d'origine 
sérique, qui dureront jusqu'aux premiers jours d’août : érythèmes variés, 
localisés au niveau des injections de sérum, puis généralisés, urticaire, 
adénite, prurit, fièvre, céphalée, arthralgies et phénomènes douloureux 
divers, œdèmes, fatigue persistante. 

Le 27 juillet, avant que les accidents sériques soient terminés, s'observe au 
niveau du pouce une desquamation légère. 

Cette lymphangite accidentelle ne s’est jamais accompagnée de fièvre bien 
accusée, en dehors de la fièvre sérique. 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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DU MODE D'ACTION 
DE L'ADRÉNALINE SUR LES TOXINES BACTÉRIENNES 


par A. MARIE. 


On sait depuis 1912 (1) qu'un alcaloïde normal de l'orga- 
nisme, l’adrénaline, présente à un haut degré le pouvoir de 
neutraliser les toxines solubles. Parmi les questions nombreuses 
que suscite ce fait nouveau, l’une des plus importantes est 
celle de son mécanisme : l’adrénaline agit-elle seulement en 
modifiant les caractères physiques et chimiques des toxines, ou 
bien la présence dans l'organisme des sécrétions de la sur- 
rénale permet-elle aux humeurs d'exercer un pouvoir anti- 
loxique sur les poisons bactériens? Telle est la question à 
laquelle nous apportons la contribution suivante, en relenan 
surtout parmi Les faits découverts par nous ce qui à trait d'une 
part à la neutralisation du pouvoir toxique par l'adrénaline, 
d'autre part à l'action de celte substance dans l'inonunisation 
par les mélanges neutres toxine-adrénaline. 


(1) C. R. Soc. Biol., LXXII, p. 564. 


Si 
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l. — NEUTRALISATION DU POUVOIR TOXIQUE PAR L'ADRÉNALINE 


I. Nos recherches sur cette question ont abouti à une 
première constatation importante : tandis que l’adrénaline et 
ses sels peuvent rendre inoffensives de très nombreuses doses 
de toxines bactériennes telles que les poisons diphtérique et 
létanique, des loxines végétales (1) comme l’abrine, la crotine, 
la ricine, enfin certains venins, la sécrétion principale des 
capsules se montre tout à fait inactive sur les alcaloïdes 
végétaux, et aussi sur un extrait microbien, la tuberculine. 
Nous avons fait de nombreux essais avec ces dernières sub- 
stances et jamais n'avons pu déceler la moindre action de 
l'adrénaline sur elles. Aïnsi, la dose mortelle, 0 gr. 000025 de 
sulfate de strychnine pour une souris de 15 grammes, la 
ltuera dans le même temps, que cette quantité ait été ou non 
mélangée el soumise à une ébullition prolongée avec un sel 
‘d'adrénaline: il en est de même pour la morphine, dont le 
chlorhydrate tue la souris à la dose de 0 gr. 005, sans être 
influencé par un contact pro'ongé avec l’alcaloïde des surré- 
nales, ou avec la glande elle-même. 

Nous pourrions faire des remarques analogues pour la nico- 
line, la cocaïne, et aussi pour une autre substance, la tubereu- 
line, qui tue le cobaye tuberculeux aux mêmes doses, mélangée 
et chauffée ou non avec l’adrénaline. 

Or les alcaloïdes végétaux, ainsi que la tuberculine, ont un 
caractère biologique commun : s'il est relativement facile 
d'augmenter la résistance naturelle de l'organisme à leur 
action toxique, on ne parvient pas à déceler d'anticorps 
spécifiques dans le sang des animaux accoutumés à ces poi- 
sons; pour les sels de morphine, en particulier, dont on arrive 
à faire supporter d'assez fortes doses au chien, jamais nous 
n'avons conslalé la présence d'anticorps spécifiques dans Le sang 
de cet animal, et s'il est un caractère biologique différen- 
ciant les toxines des alcaloïdes, il semble que ce soit l'im- 
possibilité pour ceux-ci de provoquer dans le sang l'apparition 
d'anticorps spécifiques. 


R. Soc“Biol:,"LXXVNIIL, p. 330. 
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Nous sommes ainsi conduit à opposer l’un à l’autre ces deux 
ordres de faits : d'une part l’adrénaline neutralise des pro- 
duits donnant des antitoxines, d'autre part elle laisse inaltéré 
le pouvoir toxique de substances auxquelles on ne connaît 
pas d'anticorps. On peut donc se-demander si, en plus des 
réactions physico-chimiques entre une toxine et l’adrénaline, 
il ne se fait pas dans l'organisme de réaction humorale ayant 
pour effet de rendre la toxine moffensive, si bien qu'on pour- 
rail se représenter sa neutralisation par l’adrénaline en deux 
temps, le premier de transport de l'oxygène par l’adrénaline 
sur la toxine, elle-même destinée dans un deuxième temps à 
être fixée par les anticorps norniaux des humeurs. 

Il. — Dans un autre ordre d'idées, il nous semble difficile 
d'expliquer, sans l'intervention d'anticorps, d'activité variable 
avec chaque espèce animale, ce fait que le mème mélange 
toxine-adrénaline, neutre pour une espèce animale, ne l’est 
pas pour une autre. 

Exposons à 37°un mélange de 0,02 ce. c. de toxine tétanique et 
de 0 gr. 0002 de chlorhydrate d'adrénaline, puis injectons la 
moitié de cette préparation dans la patte chez un cobaye de 
320 grammes et l’autre chez une souris de 16 grammes : le 
premier suceombera à un létanos typique, tandis que la seconde 
n'aura pas manifesté Le plus léger signe de tétanos local. Donc, 
il ne sulfit pas que les deux substances, l’adrénaline et la loxine, 
réagissent l'une sur l'autre suivant certaines proportions, car 
l'innocuité de leur mélange varie avec l'espèce animale, avec 
sa résistance, avec ses qualités humorales, et si le cobaye s’est 
montré beaucoup plus sensible à la tétanine que la souris, c’est 
sans doute que le sang de celui-là exerce mal les propriétés 
fixatriees qui caractérisent les anticorps (1). 

[LI — Non seulement, ainsi que nous l'avons montré (2), 
l'alcaloïde des surrénales n’altère pas les propriétés d’antigène 
de la toxine tétanique, maïs l’action de l’adrénaline, dans les 
mélanges neutres, n'aboutit même pas à une destruction du 
pouvoir toxique de la tétanine, car nous avons vu quelquefois 
le tétanos éclater chez des animaux, par exemple à la suite d’une 


(1) On sait combien il est difficile d'immuniser le cobaye contre la toxine 
tétanique. 
(2) Ces Annales, XXXIT, p. 91. 
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injection de sérum humain pratiquée une semaine après celle 
du mélange neutre (Tableau T. 


Tasceau |. — Apparition d'un tétanos tardif après l’injection 
d'un mélange neutre toxine-adrénaline. 


INJECTION APRÈS 20 HEURES A 370 


. Souris TT. 0 ce. 001 


2, Souris TT. 0 cc. 001 +0 gr. 0001 
de chl. d'adr. 


3. Souris TT. 6 cc.001+0 gr. 0001 
de chl. d'adr. 


Qi 
+ 


0 
1 
= 
© 
u) 
S 


. Souris TT. 0 cc. 001 + 0 gr. 0001! 
de chl. d'adr. 


= 0,25 sérum 


(=) 


Ainsi, il a suffi d'un peu de sérum pour faire apparaître tar- 
divement le tétanos chez des souris pour lesquelles l'innocuité 
du mélange toxine-adrénaline restait assurée (souris 2) sans 
une semblable injection, laquelle aura modifié non la réaction 
entre la toxine et l’adrénaline, mais sans doute l’adhésion de 
la létanine aux anticorps normaux du sang. 

IV. — Dans les remarques qui précèdent, nous nous sommes 
appuyé sur des recherches où la toxine n'était injectée aux 
animaux qu'après avoir subi à 37° l’action de l’adrénaline. Si, 
au lieu d'inoculer de semblables mélanges, on administre 
séparément les deux substances, on sait que les résultats dif- 

rent totalement suivant que l'injection est faite sous la peau 
u directement dans le sang. Dans le premier cas, l’adrénaline 
Vexerce Jamais d'action préventive contre une intoxication 
lélanique ou diphtérique ; dans le deuxième, on peut (1), chez 
le cobaye’ou chez le lapin, ne pas voir éclater les phénomènes 


Ces Annales, XXXII. p'97: 
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toxiques, même après l'injection de plusieurs doses mortelles 
de toxine : toutefois, l’adrénaline doit être administrée peu de 
temps avant la toxine, de préférence dans le même tronc vei- 
neux, où se fera peut-être la rencontre de celle-ci avec l’alca- 
loïde fixé pour un temps sur les términaisons sympathiques. 
Mais quel que soit le mode d'administration séparée des deux 
substances, qu'elles aient été injectées sous la peau ou directe- 
ment dans le sang, on ne retrouve plus la toxine tétanique 


TagLeau Il. — Disparition de la toxine tétanique dans le sang. 


INJECTIONS 
d'adrénaline et ensuite de leur sang 
de toxine tétanique à des souris à d’autres souris 


. Souris recoit seulement 
0 or. 0001 TT. . 


après 


15 ee 
re He 


dans la veine el 5 minutes 


après 0 cc. 000015 TT.(PGP).| 4h. après. 


. Souris : Ogr.0001 chl. d'adr 
PGP et 1h. 30 après 0 ce. 0f 
min. après. 


. Souris : 0 à 0091 chl. d’adr 
PGP et 5 h. après 0 ce. 01 
TT PI 


2. Souris : 0 gr. 00007 adrén. : 


min. après. 


5. Souris : seulement 0 ce. 000016 
DE ; min. après. 


. Souris : 0 gr.00007 chl. d'adr. 
PGP et 15 heures après 
ONCCAUOODIGNRE EP DEEE min. après. 


dans les humeurs. On sait que ce poison y est décelable pen- 
dant longtemps chez les animaux qui l'ont reçu. à l'état pur. 
Au contraire, chez tous ceux qui ont reçu d’aborü l’adrénaline, 
puis la toxine tétanique, cette dernière ne se retrouve plus 
dans le sang de l'animal, lequel pourra néanmoins présenter 
des signes “ tétanos, le poison ayant subi une absorption 
directe par les expansions nerveuses qui l'ont puisé dans la 
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lymphe au point d'inoculation, où il reste longtemps à une 
concentration élevée (1). 

Il n'est pas nécessaire d'inoculer la toxine immédiatement 
après où en même temps que l'adrénaline pour constater cetle 
disparition du poison tétanique; on ne le retrouve pas davan- 
tage s’il a été injecté à une époque où sûrement il me reste 
plus trace d'adrénaline dans le sang. Un sait, en effet, qu'elle 
y disparaît en quelques secondes : si la toxine, malgré cette 
disparition de l'adrénaline, ne se montre plus dans ies humeurs, 
on peut penser qu'une autre substance que l'alcaloide l'y aura 
neutralisée (Tableau 11, ci-dessus). 

Ainsi, tandis que chez les animaux témoins il était facile de 
déceler la toxine dans le sang du cœur, elle avait disparu chez 
les animaux adrénalinés : or il est certain que dans cet espace 
de temps variant entre quelques minutes et quinze heures, 
toute trace d’adrénaline à disparu, et on est conduit à penser 
que la toxine avait été neutralisée par une substance autre que 
l’alcaloïde. 

Ce dernier, ainsi que nous l'avons vu (2), se fixe élective- 
ment dans le voisinage des terminaisons sympathiques. On 
peut donc se demander encore si dans un premier temps la 
toxine n'est pas oxydée par l'adrénaline ainsi fixée, avant de se 
trouver neutralisée par un anticorps du sérum sanguin. Dans 
cette hypothèse, la neutralisation d'une toxine serait toujours 
conditionnée par deux faits : le premier d'oxydation par l’adré- 
naline, pouvant se faire in vitro ou bien in v/vo, le deuxième, 
d'adhésion par les anticorps normaux du sérum. 


Il. — ACTION DE L'ADRÉNALINE DANS L'IMMUNISATION 
PAR MÉLANGES NEUTRES TOXINE-ADRÉNALINE 


Nous avons montré (3) que l’adrénaline laisse intactes les 
propriétés d’antigène de la toxine tétanique: s’il en était autre- 
ment, on comprendrait mal la possibilité d’une inmmunisation des 
animaux, au cours de laquelle les lésions rencontrées dans les 


1) Ces Annales, XVL, p. 818. 
2) Ces Annales, XXXII, p. 97. 
Ces Annales, loco cilato. 
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surrénales témoignent d'une participation intense du système 
chromafline, celui qui sécrète l'alcaloïde des capsules. De plus 
l'emploi de l'antigène tétanique adrénaliné pour les vaccinations 
nous avait révélé une propriété intéressante et utile à sa prépa- 
ration. Si l’on cherche en effet, dans les mélanges neutres 
toxine-adrénaline, à se débarrasser, par la dialyse, de l’adréna- 
line en raison de sa haute toxicité, on voit qu'en dialysant elle se 
charge elle-même des qualités d'antigène de la toxine, comme 
si cetle dernière était une substance constituée par deux grou- 
pements séparables l'un de l'autre, le premier doué du pouvoir 
d'antigène et entraîné par l'adrénaline à travers la paroi dialy- 
sante, le deuxième toxique et restant dans le dialyseur quand 
le mélange a été préparé avec un excès de toxine: C'est là un 
procédé commode pour se procurer un mélange neutre anti- 
gène létanique-adrénalime, puisque le liquide dialysé présente, 
à côté des propriétés de l’adrénaline, celles d’antigène de la 
toxine, et cela sans aucun pouvoir tétanisant. 

Nous ferons remarquer d'ailleurs que la toxine télanique 
pure ne traverse jamais les dialyseurs et que l'eau dans laquelle 
ils plongent ne présente à aucun moment de propriété im- 
munisante, quelle soit additionnée ou nom de doses crois- 
santes d’adrénaline avant l'injection aux animaux. 

Une chose frappante quand on ulilise cet antigène téta- 
nique dialysé, c'est la rapidité avec laquelle il provoque dans 
l'organisme l'apparition d’antitoxine spécifique et l'on se 
trouve ainsi conduit à analyser le phénomène, à se demander 
en particulier, sien dehors du rôle spécifique Joué par l'antigène 
tétanique, l’adrénaline n'exercerait pas une action par elle- 
même. 

Il va de soi qu’on ne saurait s'attendre à voir l'adrénaline 
vacciner un animal contre une toxine bactérienne: un traïte- 
ment longtemps poursuivi par des doses croissantes de cet 
alcaloïde seul n'a d'autre effet que de créer une accoutumance 
à ce dernier poison, plus facile à réaliser si l’on utilise les sels 
d'adrénaline droite, sans pour cela augmenter la résistance na- 
turelle de l'organisme vis-à-vis de la toxine. Pour que celle-ci 
soit neutralisée 2n vivo après une injection d’adrénaline, nous 
avons vu que les deux substances doivent être introduites direc- 
tement dans la circulation et à peu d'intervalle l’une de l'autre. 
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Toutefois, on peut se demander si les propriétés humorales, 
caractérisant ce que l’on appelle les anticorps normaux, ne se 
manilesteraient pas d'une façon particulièrement active en vitro 
dans le sérum d'animaux inoculés avec les sécrétions des 
landes surrénales, glandes dont le fonctionnement semble être 
constamment intéressé au cours des vaccinations contre les 
toxines microbiennes. 

Dans les essais qui suivent (Tableau IT) les injections ont 
loujours élé faites par la voie sanguine, aussi bien pour l'adré- 
naline que pour les émulsions, préalablement filtrées sur 
papier, de glandes surrénales, tout autre mode d'administra- 
tion, sous-culané ou intrapéritonéal, de ces produits n'ayant 
donné que des résultats négatifs. 

Il ressort de ces expériences que le sérum, dénué de toute 
propriété antitétanique à l'état normal, a présenté un pouvoir 
antitoxique assez faible, mais évident, à la suite de l'injection, 
à des lapins, d'adrénaline ou d'extrait capsulaire par la voie 
veineuse. Or, nous rappellerons que les physiologistes ne re- 
connaissent pas la présence de l'adrénaline à l'état libre dans 
le sang, au delà de quelques secondes après son injeelion. En 
supposant qu'il en fût autrement, on voit que l'énorme dilu- 
lion à laquelle se trouverait cet alcaloïde dans le sérum: s'op- 
pose à la possibilité d'une neutralisation directe de la loxine 
par l’adrénaline. De plus. les faits ne se présentent pas tou- 
jours avec les mêmes caractères que dans ce tableau, et l'iré- 
gularité des résultals quantitatifs est pour nous une preuve de 
plus en faveur d'une action d'anticorps normaux (1). 

On sait en effet quelles variations présente la courbe d’une 
anlitoxine chez des animaux en cours d'immunisation; si la 
teneur en anticorps spécifiques subit les irrégularités considé- 
rables que l’on sait pendant les vaccinations, quelles ne doivent 
pas ètre celles des anticorps normaux? 

Quant au rôle de l’adrénaline ou des extraits capsulaires dans 


1} Nous rappellerons que les anticorps normaux du sérum ont été étudiés 
surtout vis-à-vis des toxines solubles. Dans le sang de 60 p. 100 des enfants, 
de 85 p. 100 des adultes, on a reconnu la présence d'antitoxine diphtérique, 
sans que l'histoire des personnes autorisàt à l'attribuer à une diphtérie anté- 

ieure, Nous ne connaissons aucune recherche analogue dans le sérum du 


mais chez 30 p.100 des chevaux et des bovidés on a constaté un pouvoir 
anlitélanique très net de leur sérum. 
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cette apparition du pouvoir antitoxique du sérum, on peut y 
voir un processus d'oxydation de substances (1) qui, à l'état 
normal, s'opposeraient à l'adhésion des toxines par ces com- 
plexes lipoïdo-protéiques que sont les anticorps normaux. 

Les sécrétions des glandes surrénales, l’adrénaline, passent 
aussi pour jouer un rôle d'hormones, et nous avons recherché 
si un organe tel que le cerveau ne pourrait offrir un pouvoir 
antitétanique alors que le sérum n'en présente pas, chaque fois 
notamment que l’adrénaline a été introduite non par la voie 
sanguine, mais dans le tissu cellulaire. De plus, mettant à 
profit la tolérance que nous avons signalée (2) pour l’encéphale 
vis-à-vis de l'adrénaline, nous avons, dans d'autres expériences, 
introduit cet alcaloïde additionné ou non d’antigène télanique 
directement dans le cerveau, pour savoir si la substance ner- 
veuse ne pouvait ainsi acquérir de propriétés préventives (3). 

La substance cérébrale, qui présente ?n vitro, chez les mam- 
mifères, un pouvoir d'absorption intense pour la toxine téta- 
nique, est, on le sait, tout à fait dépourvue de propriétés pré- 
ventives, ce que montre une fois de plus le tableau IV. Mais on 
y voit que le traitement de ces animaux par l’adrénaline, intro- 
duite dans le tissu cellulaire ou bien directement dans l’encé- 
phale, a pu rendre la substance cérébrale aclive (4) in vivo 
contre environ une dose mortelle de toxine tétanique, alors que 
le sang était dénué de tout pouvoir préventif (5}. 


(1) Pour que soit plausible cette hypothèse de substances antagonistes, 
qui dans le sérum s'opposeraient à l'action des anticorps normaux et seraient 
plus oxydables qu'eux, il faut que l’adrénaline reste sans action sur ces anli- 
corps : précisément, des expériences variées nous ont convaincu de l'inalté- 
rabilité parfaite de l’antitoxine tétanique et de l'antitoxine diphtérique après 
un contact très prolongé avec l'adrénaline. 

(2) Ces Annale*, loco cilalo. 

(3) Les propriélés « antitétaniques » bien connues de la substance cérébrale 
s'opposent à faire des mélanges in vitro et conduisent à rechercher le pou- 
voir préventif qui, on le sait, manque totalement dans la substance nerveuse 
à l'état normal. 

‘) On peut prélever le cerveau et l'inoculer à la souris dès le lendemain 
de l'injection d'adrénaline ; Loutefois, il faut attendre quelques jours pour per- 
mettre la résorption de la substance nerveuse chez l'animal avant de l'éprou- 
ver avec la toxine. 

5) Au cours de l'évolution de la rage et de la vaccination contre elle, nous 
avons montré et suivi dans la substance cérébrale le développement de pro- 
priétés antirabiques; d'autre part,on sait combien les glandes surrénales sont 

cressées dans l'incubation de celte maladie : peut-être y a-t-il une relation . 
enlre les deux ordres de faits, l'adrénaline, en tant qu'hormone, développant 
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En terminant notre premier mémoire (1), nous avions rap- 
pelé que, dans les toxi-infections, beaucoup d'accidents d’as- 
thénie cardiaque étaient attribués à un épuisement de la fonc- 
{ion adrénalinique et à une défaillance consécutive du système 
vasculaire ; à la suite des recherches que nous venons d'ex- 
poser, nous nous demandons si l’action bienfaisante de l’adré- 
naline, observée dans certaines maladies infectieuses (grippe, 
pneumonie, fièvre typhoïde, etc.), ne liendrait pas aussi au rôle 
favorisant que peut avoir cet alcaloïde dans l’activité des anti- 
corps normaux du sérum. 


dans le cerveau des réactions de défense dont l'infection rabique finit par 
triompher. (Ces Annales, XX VI.) 
(1) Ces Annales, XXVII, p. 294. 


DE L'ACTION ANTAGONISTE DU SÉRUM SANGUIN 
DE QUELQUES MAMMIFÈRES 
SUR LES PROTÉASES MICROBIENNES 


par M L'LEAUNON:: 


L'étude de l’action du sérum sanguin de Mammifères sur les 
protéases bactériennes a déjà été faite par quelques chercheurs. 

Von Dungern (1), Moreschi (2), Hata (3), Kürc Meyer (4) ont 
éludié ou signalé l’action de ces sérums sur des protéases 
d'origines variées. Les bactéries utilisées par eux ont été le 
Staphylococcus aureus (Von Dungern), le Vibrio choleræ 
(Moreschi), les B. fluorescens liquefaciens et M. prodigiosus 
(Hata), les 2. pyocyaneus et M. prodigiosus (Kürt Meyer); leurs 
tests d'épreuve furent la gélatine (Von Dungern, Moreschi ; 
Hata), le caséinate de soude (Kürt Meyer): leurs expériences ont 
été faites en milieu phéniqué (Hata) ou fluoré (Moreschi). 
Moreschi et Hata ont établi pour leurs expériences une unité 
fermentaire. Ces deux auteurs, dont les expériences sont parti- 
culièrement à mettre en parallèle avec Jes nôtres, ont conclu à 
une inhibition des protéases bactériennes par les sérums. Pour 
Hata cette inhibition n’est pas absolue ; Moreschi obtint l'inhi- 
bition de la protéase du choléra avec des doses faibles de sérum 
humain ou de sérum de lapin; dans ses eKpériences, Moreschi 
a déterminé, à notre avis, ce que nous avons appelé le « seuil » ; 
il a fait usage, ce semble, d’une unité fermentaire beaucoup trop 
faible et son expérience n’est pas d'assez longue durée. Tous 
ces auteurs conclurent d’ailleurs que le pouvoir antidiastasique 


1) Von DunGEr, Münch. med. Woch., An. 45, 1898, p. 1157. 
2) Morescur, Analyse in Centr. f. Bakt., Ref. 35, 1904, p. 96. 
(3) Hara, Analyse in Centr. f. Bakt., Ref. 34, 1904, p. 208. 

) Kürr Meyer, Bioch. Zeilschr., 32, 1911, p. 280. 
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norn:al du sang pour une protéase microbienne est renforcé 
par des injections de protéase appropriée. 

Je reviendrai sur ce dernier point des travaux de mes devan- 
ciers à l'occasion d’une étude en cours sur les anliprotéases (1). 

Le travail que je présente aujourd'hui concerne l’action 
comparée du sérum sanguin de Mammifères sur des protéases 
bactériennes et sur la trypsine. J'ai eu le souci principal 
d'obtenir à chaque instant des expériences nan seulement com- 
parables entre elles, mais comparables aussi avec les expériences 
de mon précédent mémoire (2), dont celui-ci est une suite. 

J'apporte ici des faits; les questions théoriques dont la dis- 
cussion s'impose ne peuvent encore être utilement abordées avec 
les arguments que je possède. Je ne traiterai donc ni de 
l'existence, ni de la spécificité des anticorps dits normaux du 
sérum sanguin ; je me propose de revenir sur ces questions un 
peu plus tard. 


Il 


INDICATIONS TECHNIQUES 


Dans mon travail antérieur il a été défini une méthode pour 
mesurer l’action anlitryptique du sérum sanguin s’exerçant sur 
la trypsine du pancréas des Mammifères. Dans le travail présent, 
cette méthode est appliquée à l'étude comparée de l'action 
exercée par le sérum sanguin, d'une part contre la trypsine des 
Mammifères, d'autre part contre les protéases microbiennes dé- 


£ 


signées ci-après. 

Méthode de travail. — L'étude de l'action exercée pur le sérum 
sanguin contre une protéase microbienne comprend trois 
stades : 

a) Choix de la bactérie appelée à fournir la protéase : 

b) Détermination de l'unité gélatinolytique de cette protéase ; 

c) Application des données acquises précédemment sur la 
détermination du pouvoir anlitryptique du sérum sanguin. 


L. Lauxoy, C. R. Soe. Biol., 1919, p. 57, 25 janvier. 
L. Lauxoy, Ces Annales, 1919, p: 1-96. 
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A) CnoiX DE LA BACTÉRE. — Parmi plusieurs échantillons 


d'une même espèce bactérienne, il convient de choisir celui qui 
fournit la protéase la plus active. 

Le procédé que j'ai employé pour ce choix, procédé rapide 
et que l'expérience justifie, résulte de Fobservation suivante : 
Quand on ensemence sur gélatine purifiée (par dialyse) 
non addilionnée d'aucun autre milieu nutritif des bactéries 
d'espèces variées, seules les bactéries protéolytiques peuvent 
pousser ; parmi celles-ci poussent le plus rapidement, en 
liquéfiant le milieu, les bactéries fortement protéolytiques. 

Soit, par exemple, à différencier au point de vue de leur 
valeur gélatinolylique quelques échantillons d'une espèce bac- 
térienne. 

On prépare les trois milieux suivants : 

Milteuvr Gélatine à 10 p. 100 dialysée. 


{ Gélatine à 10 p. 100 dialysée. 
{ Bouillon peptone 
\ 
( 


parties. 


Milieu I . . 


Gélatine à 10 p.100 dialysée. 
Bouillon peplone. . . . 


ND = æ ND © 


Milieu II. . x 
On répartit 3 cent. cubes de chacun de ces milieux dans des 
tubes à hémolyÿse, on laisse refroidir jusqu’à 40°; on ensemence 
un tube de chaque milieu avec une forte üse d'une culture de 
dix-huit heures en bouillon peptone de chaque bactérie à diffé- 
rencier. En résumé, le procédé consiste à ensemencer avec 
chaque bactérie un milieu de plus en plus pauvre en sels et en 
substances protéiques dégradées et, vice versa, de plus en plus 
riche en gélatine purifiée, substance relativement sensible à 
action des protéases microbiennes, mais inadéquate — sauf 
hydrolyse diastasique — au développement microbien. 

Après vingt-quatre heures d’étuve à 37°, on note les résultats. 
Habituellement tous les tubes du milieu IF ont cultivé plus ou 
moins. 

Si rien n a poussé dans les milieux Let Il, on laisse à nouveau 
vingt-quatre heures à l’éluve et ainsi de suite. 

Quand les cultures sont évidentes, on note : 

1° Les résultats posilifs et les résultals négatifs ; 

2° Parmi les résultats positifs on note les tubes pour lesquels 
le refroidissement du milieu à 10° n’en provoque plus la gélfi- 
calion. 
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Le choix de l'échantillon à prendre comme test se fera parmi 
les souches qui poussent dans le milieu I s'il ÿ en a ; parmi 
celles qui poussent dans le milieu IFs'il n'y a pas eu de cultures 
en milieu 1; de ces dernières on prendra celles qui le plus rapi- 
lement provoquent la dissolution de la gélatine. 

Comme exemple je rapporte ici les résultats obtenus dans 
la détermination de la valeur protéolytique d'échantillons de 
vibrions provenant de la collection de l’Institut Pasteur. 

Dans le tableau ci-dessous, le signe veut dire que, pour le 
temps donné, la dissolution du milieu est totale. Le signe + 
signifie que le milieu a cultivé, mais qu'il se gélifie encore par 
refroidissement ; le chiffre 0 indique les tubes n'ayant pas 
poussé. 


TABLEAU I. 


HEURES MILIEU 
CUIR EL OBSERVATIONS 


917 


DÉSIGNATION 


DES SOUCHES 
Vibrion de Deneke. ; Û Culture faible en II]. 


Vibrion El Torr. . 1: — — IT. 


Choléra Zarizin . . 5 & Culture abondante 
en II et III. 
Choléra M. 1911 . . 4° o Culture faible en IT 
et III. 

Choléra Perm1910. : o Bonne culture en 
II et III. 

Choléra B. 1896. . £ Culture faible en IT. 


Chol. Petrogr. 1918. 


Le procédé d'investigation sur la valeur gélatinolytique d’une 
bactérie décrit ci-dessus donne un résultat définitif d'emblée 
lorsque, comme c’est Le cas pour les vibrions du tableau I, un 
seul échantillon liquéfie l’un des tests 11 ou I dans un temps 
déterminé. Lorsque plusieurs échantillons donnent le même 
résultat, on obtient seulement par ce procédé une première 
sélection des germes. Le choix définitif de l'échantillon adopté 
comme test est fourni par la détermination de l'unité géla- 
ünolytique de tous les échantillons classés sur le mème 
rang dans la première approximation. On prend alors comme 
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test le germe pour lequel l'unité gélatinolytique est représentée 
par le plus faible volume de filtrat d'une culture en bouillon 
peptone Martin, d'âge X, le même pour la culture de chaque 
germe. 


B. DÉTERMINATION DE L'UNITÉ GÉLATINOLYTIQUE. — Pour résoudre 
la question de la spécificité ou de la non-spécificité de l’action 
inhibitrice du sérum sanguin sur des diastases de même ordre, 
il serait nécessaire que les valeurs de celles-ci soient identiques ; 
une telle identité d'action, quaud il s’agit de trypsine et de pro- 
téases, est impossible de toute évidence. Néanmoins, il est 
nécessaire que l’action de la trypsine et celle des protéases 
puissent être rapportées à une commune mesure. 

L'unité antitryptique et les différentes unités protéolytiques 
d'origine microbienne que nous désignons comme wnités 
gélatinolytiques doivent pouvoir, par rapport à l'unité de test, 
être superposées à un moment de leur action. 

Les caractéristiques de l'unité tryptique ont été définies anté- 
rieurement, je les rappelle : 

a) Liquéfaclion en une heure à 41° de 2 cent.cubes de gélatine 
à 10 p. 100, purifiée par dialyse, avec : 

b) Détermination en dix-huit heures à 41° d’une acidité totale 
acquise, neutralisée par 1 c.c. 2, — 1 c.c. 3 de soude N/10. 

Il semble facile, a priori, de déterminer l'unité gélatinoly- 
tique d’après les caractéristiques ci-dessus. L'expérience montre, 
au contraire, l'impossibilité de renfermer les unités gélatinoly- 
tiques microbiennes dans le cadre de l'unité fryptique, au moins 
pour les protéases des bactéries dont je me suis servi. 

L'unité gélatinolytique répondant au premier caractère de 
l'unité tryptique : dissolution en une heure à 41° de l'unité de 
test, n’est pas valable pour la seconde exigence : acidité totale 
acquise en dix-huit heures à 41° égale à 1 c.c. 2, 1 c.c. 3 de 
soude N/10; dans ces conditions l'hydrolyse totale du test se, 
trouve le plus généralement inférieure, quelquefois de moitié 
à celle obtenue au moyen de l'unité tryptique. D'autre part, 
pour une quantité de diastase microbienne répondant au 
deuxième caractère de l'unité tryptique, c'est-à-dire acidité totale 
acquise en dix-huit heures à 41° égale à 1 c.c.2, — 1 c.c.3 
de NaOH N/10, le premier caractère fait défaut; ce n’est plus 


40 
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en une heure mais dans une durée de temps très inférieure 
(quelquefois quinze minutes, pour le pyocyanique) que la disso- 
lution du test a lieu. 

Ces faits indiquent que l'hydrolyse de la gélatine par les pro- 
téases microbiennes, comparée à l'hydrolyse de cette substance 
par la trypsine, est le plus souvent très ralentie après quelques 
heures d'action ; les courbes 1, 2, 3, 4 sont la démonstration de 
cette manière de voir. En présence de ces données expérimen- 
tales et me basant, d'autre part, sur l'opinion générale que, 
dans les actions diastasiques, les phénomènes du début de 
l’action sont les plus importants, j'ai pris le premier caractère : 
dissolution de l'unité de test en une heure, de l'unité tryptique, 
pour commune mesure entre cette unité et les unités gélatino- 
lytiques. 

Une autre considération intervient également pour justifier 
cette conclusion. En effet, Sürensen a montré que l’action du 
formol n'est pas identique avec tous les amino-acides et nous 
ignorons quels sont les produits d’hydrolyse qui résultent de 
l'activité des protéases microbiennes sur la gélatine. L’acidité 
totale mesurant après dix-huit heures l’activité d'une masse 
déterminée de protéase ne peut avoir dans ces conditions qu'une 
valeur relative; elle ne saurait être mise en parallèle avec le 
chiffre. d’acidité mesurant l’activité de la trypsine pendant le 
même temps. S?7 a toujours déterminé cette valeur (courbes 1, 
2, 3, 4) pour fixer les caractères propres de l'unité gélatinolytique 
en expérience, c'est seulement le premier caractère : dissolution 
de la gélatine, qui m'a servi à désigner celle-ci. 

En conclusion, l'unité gélatinolytique, c'est : la plus petite 
quantité d'une solution de protéase microbienne, ou bien, la plus 
petite quantité d'un filtrat de culture (d'âge variable) capable de 
provoquer en une heure, & 4°, la dissolution de l'unité de test 
(2 cent. cubes de gélatine à 10 p. 100 dialysée). 


Préparation de l'unité gélatinolytique. 


Dans ces recherches, j'ai employé tout d'abord la protéase 
précipitée par l'alcool-éther, puis simplement le filtrat sur 
bougie L3 de cultures d'âges variés. Le premier procédé a 
javantage de donner des solutions actives sous un petit volume ; 
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il a contre lui la longueur de sa préparation et — du moins à 
l'époque où ces recherches étaient faites (1918) — la difficulté 
d'obtenir les matières premières nécessaires à la précipitation. 

Des points de vue qui nous intéressent, on peut d'ailleurs se 
servir indifféremment des solutions de protéase précipitée ou 
du filtrat de culture; les résultats sont les mêmes dans les deux 
cas. 


EMPLOI DE LA PROTÉASE. — 4) Ensemencement de 250 cent. 
cubes de bouillon peptone Martin ; culture à 37° ; tous les jours 
rupture du voile par agitation ; 

b) Le neuvième jour, addition à la culture de 500 cent. cubes 
d'un mélange à parties égales d'alcool absolu et d’éther à 66°; 
mélange par agitation; les microbes s'agglomèrent sous forme 
d'une masse visqueuse facile à séparer du liquide clair par 
décantation. 

c) Au liquide clair, on ajoute 2.500 cent. cubes du mélange 
alcool-éther, on observe la formation d'un précipité brunâtre que 
l’on sépare par filtration sur papier. Après dessiccation du filtre, 
le précipité recueilli est en si petite quantité que sa séparation 
d'avec le papier est très difficile, il est préférable de dissoudre 
directement ce précipité par lavage du filtre avec 100 ou 200 cent. 
cubes de solution physiologique légèrement carbonatée ; la 
solution obtenue est filtrée sur bougie, distribuée dans des tubes 
scellés ensuite à la flamme et conservés à la glacière. On a ainsi 
une solution concentrée de protéase. 

La détermination de l'unité gélalinolytique est faite de la 
même façon que celle de l'unité tryptique après dilution de la 
solution mère. Il n’y a pas lieu, au début, de dépasser la dilu- 
tion M/2. 

Cette préparation s'applique à La protéase du B. pyocyanique. 


Eupcor pu FILTRAT. — Sous le nom de f/trat nous désignons 
le liquide recueilli après filtration sur bougie L3 d'une culture 
microbienne en bouillon Martin; l’âge de la culture peut être 
variable ; il est habituellement de huit jours, quatre jours à 
l'étuve et quatre jours à la température ordinaire), du moins 
pour le M. prodigiosus, le B. pyocyanique, le Proteus. Pour le 
vibrion cholérique, nous avons employé des cultures âgées de 
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huit à vingt-trois jours : les cultures âgées sont préférables dans 
ce Cas. 

L'unité gélatinolytique est déterminée comme d'habitude ; il 
est inutile avec les filtrats (sauf le cas signalé dans le tableau 11) 
de diluer ceux-ci. Notre unité gélatinolytique inférieure n'a 
jamais dépassé 0 c.e. 6. 

Le tableau suivant résume quelques données sur la valeur 
de l'unité gélatinolytique selon la méthode de culture suivie et 
l'espèce microbienne employée. Nous désignons par la lettre F 
le filtrat tel quel, c'est-à-dire non dilué. 


TABLEAU II. 
Oddea ouede e me à DR DE CEE AU MT MR D DA UD IUT ARRET ÉTÉ CE TRE EURE EN EER DEDRE DEN SES. CN PSM REP MR PERMET ARR GREEMNENETSEE 


TEMPS DE CULTURE 
en jours UNITÉ 
NOMS DES ESPÈCES MICROBIENNES 
en cent. cubes 


à Létave à 37 /|20 laboratoire 


950 
Pyocyanique Huv.. .. 7 0 DCE 2 PME 
— Huvis ee 4 0 DICICAUER 
— Hu... ñ 4 DÉCC ER 
— Hubl. k 0 ONC:c' 21h 
_ Hubl. ï 4 OCT 2 PR 
— , Sain . 4 r 0FCCH2RR 
— Mam . 4 0 0ÉCICA2NE 
— Mam . ñ 4 OCTO 
— Raph. 4 0 ORACPNE 
Prodigiosus ERP 4 0 (LA (DER EEE A LE 
— M 7 0 DSC iCH2511E 
Proteus M . . a De 7 (D 0YCC- (64) 
Vibrion cholérique Zarizin . 4 0 DPCSCHSOE 
_ Zarizin . 4 11 ONC:C HR 
Zarizin . ñ 19 0:c:c-207P 
_ Zarizin . 5 25 OC CRE 
Fluorescens lig. (Truche). 0 6 DCE 


NN 


Pour les recherches, avant d'employer une unité gélatinoly- 
tique microbienne on doit s'assurer de sa réaction ; en cas de 
forte alealinité on neutralisera avec une solution N/100 d'HCI. 
Ceci est souvent nécessaire avec les cultures de Proteus de 
huit jours et plus et les vieilles cultures de Prodigiosus : sauf 
obligation il est préférable de se servir de cultures peu âgées ne 
contenant pas d'ammoniaque libre. 
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II! 


ACTION DES SÉRUMS DE MAMMIFÈRES SUR LES PROTÉASES 


MICROBIENNES 


Nous avons appliqué à l’action des sérums de Mammifères la 
technique indiquée dans notre mémoire précédent pour l’étude 
de l’action inhibitrice de la trypsine. 

Les sérums étudiés sont ceux du cchaye, du lapin, du cheval, 
de l'homme. Il s’agit de sérums frais, de 24 à 48 heures; les 
sérums humains étaient négatifs à la réaction de Wassermann 
(indications de M. Latapie). 

Les protéases microbiennes sont celles des bactéries sui- 
vantes : B..pyocyaneus, M. prodigiosus, Proteus M.,V. choléra. 

L'expérience consiste à faire agir sur l'unité gélatinolytique 
d’une proléase différentes quantités de sérum ; on recherche 
d'abord les « seuils », puis les « optima ». 

Les expériences sont conduites aseptiquement. Chaque expé- 
rience sur l'unité gélatinolytique d’une protéase est accompagnée 
de l'expérience de comparaison sur l'unité tryptique. On 
détermine les seuils et les oplima comme il a été dit ailleurs : 
on construit ensuite les graphiques représentatifs du mouve- 
ment de la protéolyse en présence de quantités croissantes de 
sérum. 

Avant de titrer l'acidité acquise au cours de la digestion, il est 
bon de déterminer la durée du gel pour les deux géries compa- 
ratives. Les éléments fournis par les temps de gel s'ajoutent à 
l'étude des graphiques de la protéolyse pour permettre de 
conclure s’il y a eu inhibition et, dans ce cas, quel est son degré. 


A. DéreRMINATION DES sEuILS. — Le tableau II ci-après résume 
nos résullats. 

D'après ces chiffres, on voit que les sérums étudiés agissant 
à petites doses, pendant une heure, exercent une action inhi- 
bitrice tout à fait comparable à celle que nous avons notée pour 
la trypsine. 
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Tagceau III (Détermination des seuils). 


UNITÉ 
ESPÈCES MICROBIENNES PC : HOMME LAPIN CHEVAL 
: Igélatinolytique | 
| 0,001 | 0,0005 
. . " } nf z ? 2 
Proteus M. 0,6 0,002 \ 0,004 0,001 
Prodigiosus Mob ete Es 0,3 0,002 0,002 | 0,003 
0,0005 
PATES 27 0,1 0,002 k 
Pyocyanique Huy ) ? 0003 0,001 
Choléra Zarizin. . . 0,25 0,0005 0,002 | 0,002 


B. DÉTERMINATION DES OPTIMA. 


Etude du sérum humain. 


L'expérience est disposée comme il a été indiqué dans notre 


TaBLEAU IV. 


RE 
UNITÉ GÉLATINOLYTIQUE 
RE 
Acidité totale 
acquise en c.cC. 
Na OH N/1 


UNITÉ TRYPTIQUE 
CR Re 
Acidité totale 
acquise en c.c. 
Na OH N/10 


QUANTITÉ 


de sérum Temps de gel 
à 200 


en minutes 


Temps de gel 
à 200 
a 2Z 
en cent. cubes. : 
en minutes 


2 2 —— 


0,01 . œ 0,4 e 0,7 
0,02 . ee 0,25 a 0,25 
0,03 . z 0,25 2 0,2 
0,04 . © 0,25 8/30 0,1 
TÉL SR RCE æ 0,22 830 0,1 
TIRER : 0 ,22 830 0,1 
0,07 . » 0,2 830 0,1 
0,08 . D 0,2 1/30 0,1 
0,09 . Ce 0,2 1!40 01 
0,1 . 2 0,22 1:30 0,2 
112 2 0,25 1130 0,15 
0,44 . 2 0,25 7,30 0,15 
0,46 . r 0,25 1! 0,15 
IRÉLA TE RTR = 0,25 7! 0,15 
A0 D" AE n 0,3 td 0,15 
Témoin 0. 1! 0,0 7! 0,00 
— Era: _ 0,55 » » 

! — Tryps. : » 1,03 
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premier mémoire (Ces Annales, 1919, p. 23). Les témoins néces- 
saires aux corrections seront faits, les voici : 


a) 2 c.c. Test + Unité gélatinol. + Eau physiol. q.s. p. 3 c.c. 


b) — + — + 0,05 sérum + Eau phy.q.s.p.3 c.c. 
c) -— + — +. 0,1 _— + — Œ S  — 
d) — + — + 0,2 — + — Œ. Se — 


Ces témoins ne doivent pas séjourner à l’étuve; aussitôt préparés, on en 
itre l'acidité totale. 


1° Action du sérum humain sur l'unité gélatinolytique du B. 
pyocyanique et sur l'unité tryptique. — L'unité gélatinolytique 
était égale à 0 c.c. 1 ; la souche employée était la souche Huv. 

L'unité tryptique était l'unité déjà définie, dans le cas actuel 


TABLEAU V. 


UNITÉ GÉLATINOLYTIQUE 
"© 


CORURERS du Proteus M du M. Prodigiosus 


de sérum 


en cent. cubes TEMPS DE GEL [ACIDITÉ TOTALE] TEMPS DE GEL |ACIDITÉ TOTALE 
à 20° acquise en C. C. à 20° acquise en C. C. 
en minutes NaOHN/10 en minutes NaOHN/10 


= 


Se © 


© nm 
Cr Cr Ct' Cr Où on 
Qt Qt 


re 
ere 


©t 


[ep] 


em 


NN EN EN MEN) 


co 
S 


[o.+] 
OT Or x 


8 
8 


Le] 
8 8 8 


DO  & 


0 
0 
0 
() 
0 
0 
Te 
(] 
() 
L 
1 
il 
fl 
1 
2 


émoin 0 . 
— Proteus . 
—  Prodig. . 


CONGES RSS RS 
8 


SON 


à) 


Le graphique n° 5 interprète le tableau IV; les n° 6 et 7, le tableau V 
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elle s'est trouvée un peu inférieure, l'acidité acquise étant seu- 
lement égale à 4 c.c. 03 au lieu de 1 c.c. 2, 1 c.c. 3. (Voy. 
tab ns IV ci- de 
Action du sérum humain sur l'unité gélatinolytique du Pro- 

us 1 M et sur celle du Micrococcus prodigiosus. — L'unité géla- 
tinolytique du Proteus M était égale à 0 c.c. 6; l'unité gélatino- 
lytique du M. prodigiosus était égale à 0 c.c. 25. (Voy. tabl. V, 
ci-dessus.) 

30 Action du sérum humain contre l'unité gélatinolytique du 
l'ibrion cholérique. — W ne parait pas nécessaire de donner le 
tableau de la marche de la protéolyse par l'unité gélatinolytique 
du Vibrion cholérique, le graphique n°8 en est la représentation. 


Etude du sérum de cheval. 


Action du sérum de cheval sur les unités gélatinolytiques des 


TagrrAu VI. 


SLA EE DRE RS RUES KES OS + RATS 3 ERA TERRE MONT ERDUTE ED NPCRRE TNENERI TRS ASE PUCES NAS 


TEMPS DE GEL ACIDITÉ TOTALE ACQUISE 
LS 
QUANTITÉ DE SÉRUM à 20° . Unité gélatinolytique 
en cent. cubes foi Prodigio- Proc Ê 
protéases trypsine Se Proteus EL tryptique 

OSUIRE a 2 0,9 0,6 0,2 0,8 
(LJAU ES co 6! 0,6 0,47 0,2 0,25 
0032 A 6! 0,45 0,2 0,2 0,2 
0,04. co 6 0,4 0,35 0,2 0,2 
DD". e. 6' 0,4 0,4 0,2 0,2 
06%... co 6! C,4 0,32 0,2 0,175 
DUT Tr. co ç! 0,4 0,3 0,2 0,175 
0,08. . ce 6! 0,4 0,32 0,2 0,15 
0,09. 6’ 0,45 0,32 0,2 0,15 
DL: <. o 6! 0,45 0,32 0,25 » 
DRAM Dre. cc 6’ 0,45 0,3 0,25 » 
LE QE POEN PPOORS . 1 0,45 0,275 0,25 » 
LL (Eve D SEL" SOPRANO co 5! 0,4 » 0,25 » 
0,18. (e] 5" 0,4 » 0,3 » 
0,2 5 » 0,35 0,3 » 
Témoin 0. | 4130 4130 0,0 0,0 0,0 0,0 

—  Protéase . co ) I 0,6 0,6 » 

—  Trypsme….. » Re » » » 1,12 


Û] A M D RE 2 SEPT SEL SET EE) MR SE EN 
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B. pyocyaneus, M. prodigiosus, Proteus M, Vibrion cholérique 
(Zarizin). — Dans le tableau VI ci-dessus, nous avons réuni 
dans une seule colonne les résultats concernant le temps de 
gel, celui-ci étant infini dans tous les cas, sauf bien entendu 
pour la trypsine. 


Les graphiques 9, 10 et 11 interprètent les résullats du tableau VI, le gra- 
phique 12 interprète l’action du sérum de cheval sur l'unité gélatinolytique 
du vibrion cholérique. 


Etude du sérum de lapin. 


Il ne nous paraît pas nécessaire de fournir pour le sérum de 
lapin les tableaux que nous avons donnés pour le sérum humain 
et pour le sérum de cheval. D'ailleurs des expériences analo- 
gues seront détaillées plus tard, quand nous apporterons nos 
résultats concernant les antiprotéases. Nous voyons que les 
graphiques représentant l’action du sérum normal de lapin 
contre les protéases étudiées renforcent les conclusions d’ordre 
général que nous pouvons tirer de l’étude du sérum humain et 
du sérum de cheval. Nous donnons comme exemple l’action du 
sérum de lapin contre l'unité gélatinolytique du Proteus M, 
du B. pyocyanique et du V.choleræ. 


(Voir graphiques 13; 14 et 15.) 


Etude du sérum de cobaye. 


Nous aurons également à revenir sur l’action du sérum de 
cobaye contre certaines protéases microbiennes. On trouve 
ici le graphique représentatif de l’action du sérum de cet 
animal sur l'unité gélatinolytique du Vibrion cholérique (souche 
Zarizin). 


(Voir graphique 16.) 


Interprétation des résultats. 


L'examen des graphiques 5 à 16 montre que le sérum des 
srapniq 
Mammifères qui, comme le cheval, l'homme, le cobaye possède 
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un fort pouvoir anlitryptique n'exerce qu'une faible action 
antagoniste sur les protéases microbiennes. 

Lorsque cette action antagoniste se développe dans des expé- 
riences de courte durée (une heure) elle est évidente, même 
pour de petites doses de sérum (recherche du « seuil »); mais, 
quand on prolonge le temps de digestion pendant quelques 
heures,. une quantilé relativement importante de sérum 
0 c.e. 05 par exemple qui, pour la trypsine, est une dose 2n/u- 
bitrice où pré-inhibitrice, ne peut apporter, quand il s’agit de 
protéase microbienne, qu'un retard dans la dissolution de la 
gélatine ; elle ne l'empêche pas. | 

Le tableau ci-dessous (tableau VIT) indique pour les unités 
des protéases étudiées le temps nécessaire à celles-ci pour 
dissoudre l'unité de test, en présence de 0 c. c. 05 de sérums 
variés. 

TaBLeau VII. 


DURÉE (EN HEURES) 
nécessaire à la dissolution de l'unité de test, 
UNITÉS GÉLATINOLYTIQUES en présence de 0 c c. 05 de sérum de 
ee TU 
HOMME CHEVAL LAPIN 


Proteus. 


Prodigiosus . 


Pyocyanique. . 


Choléra 


L'étude des tableaux IV, V, VI nous apprend au surplus que, 
dans chacun des cas dont nous donnons le détail, l'unité de test 
a toujours élé complètement dissoute, dans les conditions habi- 
tuelles d'expérience (dix-huit heures à AA°) quel que soit le volume 
de sérum en action. 

Aussi, nous rappelant que l’optimum approché est la plus 
pelite quantité de sérum qui, en présence de l'unité tryptique 
el dans des conditions telles que celle-ci épuise normalement son 
action, conserve à l'unité de test la propriété de se prendre en un 
gel solide, en dir minutes, par refroidissement à 20°, nous 
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devons conclure que, pour les protéases microbiennes étudiées, 
les sérums des Mammifères n’ont pas d’oplimum approché, a 
fortiori, d'oplimum réel. Au contraire, à partir d’une certaine 
dose de sérum (0 c.c. 1) nous voyons souvent le sérum favoriser 
nettement l’action de la protéase. Ce phénomène s’observe le 
mieux avec la protéase de B. pyocyanique et surtout avec la 
protéase d'un bacille fluorescent, isolé par M. Truche d'un 
intestin de cheval. 

L'action des sérums sanguins des Mammifères sur les pro- 
téases microbiennes est donc très différente de celle exercée 
par ces liquides sur la trypsine. En aucun cas on ne peut parler 
d'inhibition ; toutefois il est facile d'observer une diminulion de 
la valeur de l'unité protéolytique provoquée par la présence de 
sérum sanguin. Cet affaiblissement, différent selon la protéase, 
pour un sérum donné et pour une protéase particulière selon 
le sérum, est loin d'être négligeable. Nous avons essayé dans le 
tableau VII de chiffrer la quotité maximum de cet affaiblis- 


sement. 
TagtEeau VII. 
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mn 


Sérum nécessaire 
Sérum nécessaire 
Sérum nécessaire 


B. Pyocyaneus. . 
M. Prodigiosus. . 


Proleus M. 


Vibrion cholérique. 


Faisons, par exemple, la valeur de la protéase égale. à 4 ; 
l’affaiblissement varie entre le 1/4 et les 2/3 de cette valeur. I 
va sans dire que l’on ne doit attribuer à l'expression arithmé- 
tique de la diminution d'activité des protéases qu'une valeur 
représentative approchée. 
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Toute relative qu'elle soit, cette diminution existe; elle n'est 
pas négligeable. 

Le tableau VII est formé d'après les résultats d'expériences 
d'une durée de dix-huit heures, à 41°. 


[AM 


CONCLUSIONS 


4° Il y à une différence considérable dans l'intensité de la 
protéolyse de la gélatine en milieu /rypsine-sérum sanguin et la 
protéolyse de cette substance en milieu protéase bactérienne- 
sérum sanquin. Dans le premier cas, pour une quantité suffi- 
sante de sérum, la protéolyse peut être nulle ou sensiblement 
nulle; dans je second cas, même en présence d’un excès de 
sérum, la protéolyse a toujours lieu. Les sérums sanguins de 
l'homme, du cheval, du lapin, du cobaye ne possèdent done pas, 
vis-à-vis des protéases bactériennes, les propriétés inhibitrices 
qu'ils manifestent sur la trypsine du pancréas des Mammifères. 

2° L'action du sérum sanguin sur les protéases des B. Pyo- 
cyaneus, M. pro ligiosus, M. Proteus, Vibrio Choleræ (Zarizin) se 
caractérise par la diminution du pouvoir enzymatique de ces 
protéases et par un ralentissement de leur action. 

3° Par ordre d'action empêchante les trois sérums que nous 
avons particulièrement étudiés se classent comme suit : sérum 
de cheval, sérum humain, sérum de lapin. 

4° À partir d’un certain volume de sérum (0 c.e 1,0 c.c. 2) 
l’action empèchante sur les protéases disparaît; elle fait place à 


une action favorisante. 
15 juillet 1919. 


EXPLICATION DES GRAPHIQUES 
Graphiques 1, 2, 3, 4. — Les chiffres portés en ordonnées expriment des 
centimètres cubes de NaOH N/10; les chiffres en abscisses expriment, en 
heures, le témps de digestion. 
La ligne pleine représente la courbe de l'acidité libre: la ligne en traits 
discontinus représente l'acidité libérée par le formol; la ligne formée par une 
uccession de traits et de points représente l'acidité totale. 
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GrArnrque 1. — Protéolyse de la gélatine par l'unité;gélatinolytique 
du B. pyocyaneus. 
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GRAPHiQue 2. — Protéolyse de la g'latine par l'unité gélatinolylique 
du Proteus M. 
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GRAPHIQUE 3. — Protéolyse de la gélatine par l'unité gélatinolytique 
du M. Prodiyiosus. 
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QUE 4, — Protéolyse de la gélatine par l'unité gélatinolytique 
du V.choleræ (Zarizin). 
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Graphiques 5 à 16. — Dans chaque graphique, les chiffres portés en 
ordonnées expriment des centimètres cubes de solution N/10 de Na OH; les 
chiffres portés en abscisses expriment des centièmes de centimètre cube 
de sérum sanguin. Le trait plein représente l’action du sérum sur l'unité 
tryptique; le trait discontinu représente l’action du sérum sur la protéase 


microbienne. 


GRAPHIQUE 5. — Action du sérum 
humain sur l'unité tryptique el sur 
l'unité gélatinolytique du B. pyocya- 
nique. 
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GRAPHIQUE 1. — Sérum Aumain sur 
l'unité tryptique et sur l'unité géla- 


- tinolytique du M. Prodigiosus. 


GRAPHIQUE 6. — Action du sérum 
humain sur l'unité tryptique et sur 
l'unité gélatinolytique du Proteus M. 
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GraAPHiQue 8. — Sérum humain sur 


l'unité tryptique et sur l'unité géla- 
tinolytique. du V. choleræ. 


676 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


à 
1tË 
1 
13 
al 
13 
1.6 


AE 
re 
PO © SE Lo 
SSRARARBEEEE 


si 


fe 


GrApniQue 9. — Action du sérum GRAP&IQUE 10. — Action du sérum 
de cheval sur l'unité tryptique et sur de cheval sur l'unité tryptique et 
l'unité gélatinolytique du M. Prodi- sur l'unité gélatinolytique du B. py0- 
giosus. cyaneus. 
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GrAPHique 11, — Action du sérum GRAPHIQUE 12. — Action du sérum 
de cheval sur l'unité tryptique et sur de cheval sur l'unité tryptique et sur 
l'unité gélatinolytique du Proteus M. l'unité gélatinolytique du V. choleræ. 
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GrapaiQue 13. — Action du sérum GRABHIQUE 14. — Action du sérum 
de lapin sur l'unité tryptique et de lapin sur l'unité tryptiaue et sur 
sur l'unité gélatynolytique du Pro- l'unité gélatinolytique du B. pyocya- 
leus M. neus. 


POMAVIUE j d 1,004 


GRAPHIQUE 15. — Action du sérum Grapnique 16. — Aclion du sérum 
de lapin sur l'unité tryptique et sur de cobaye sur l'unité tryptique et sur 
l'unité gélatinolytique du vibrion cho- l'unité gélatinolytique du vibrion cho- 
lérique. lérique. 
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L'INFECTION, LA SENSIBILISATION ET L'IMMUNITÉ 
DANS LA LYMPHANGITE ÉPIZOOTIQUE DES SOLIPÈDES 


par A. BOQUET et L. NÈGRE. 


A. — ÉTUDE EXPÉRIMENTALE 


I. — HISTORIQUE 


Les premières tentatives de transmission expérimentale de la 
lymphangite épizootique furent effectuées, à la fois sur le che- 
val (2 sujets),le mulet (3 sujets) et l'âne (1 sujet) par Delamotte 
et Tixier qui inséraient dans un godet sous-cutané le contenu 
des boutons spécifiques, ou pratiquaient des piqûres multiples 
de la peau, à l'aide de Ja lancette chargée de pus. Les résultats 
de ces expériences sont brièvement exposés par les auteurs : 
les plaies opératoires se cicatrisent rapidement, puis, au bout 
d'un temps variable, 39 jours, #1 jours, 44 jours, 64 jours, tan- 
tôt les cicatrices s'ouvrent et prennent un aspect ulcéreux, 
tantôt un nodule se développe à leur niveau, grossit et s'abcède. 
Dans le voisinage, quelques abcès apparaissent ensuite qui 
guérissent en deux ou trois mois après cautérisation. Une seule 
fois, Delamotte et Tixier parvinrent à reproduire une lym- 
phangite généralisée, typique, dont l’évolution fut si grave que 
le sujet dut être abattu. 

L'inoculation de leur propre pus à des chevaux malades 
(8 expériences) ou de pus provenant d’autres sujets infectés 
resta sans effet. ; | 

Les mêmes expérimentaleurs échouèrent dans leurs tenta- 
üives de transmission de la Iymphangite épizootique par inocu- 
lalion de pus au lapin; mais ils affirment avoir obtenu, sur le 
chien, des résullats posilifs, après une incubation de 25 jours 
environ. Il semble probable que le virus inoculé contenait des 
bacilles de la morve à l’action desquels le chien est sensible. 
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En Italie, Rivolla et Micellone (1883) observent qu à la suite 
d'inoculations de pus spécifique au cheval, « les cryptocoques 
se mulliplient prodigieusement au point d’inoculation où ils 
donnent lieu peu à peu à un bouton, à une tumeur ». 

Chénier, Bassi, Chaurat, Jacoulet, obtinrent également des 
résultats positifs. Peupion et Boinet (1888) réussirent à repro- 
duire une lymphangite typique par inoculation d'une culture 
d'un microcoque au quatrième passage. La description des 
symptômes qu'ils donnent ne laisse aucun doute sur la nature 
de l'affection transmise ; mais il est non moins certain que les 
microbes injectés, qui poussaient dans le « bouillon de bœuf 
salé » et le troublaient en 3 jours, n'étaient pas des cryplocoques. 
La contamination du sujet d'expérience dut s'effectuer par une 
voie qui échappa aux expérimentateurs. 

Arloing, Wiart, Gaspérini, Thiroux et Teppaz et beaucoup 
d'autres, inoculèrent sans suecès, à des chevaux neufs, du pus 
provenant d'animaux lymphangiteux. Dans quelques cas seule- 
ment l'inoculation fut suivie d'un nodule spécifique, qui se 
résorba rapidement après abcédation. 

L'inoculation de cullures de cryptocoques donna à Tokishige, 
Marcone et San Felice des résultats inconstants. Tokishige 
observa, sur un seul cheval, l'apparition d’un bouton qui se 
transforma en abcès dont le pus contenait des cryptocoques. 

Par inoculation intra-cutanée et sous-cutanée de cultures 
pures, Marcone reproduisit, sur le cheval, les boutons de la 
lymphangite : après une incubation de 25 à 50 jours, la peau 
s'épaissit, un nodule se forme, puis s'ulcère et suppure. Le pus 
contient des eryptocoques inclus dans les leucocyles et des 
cryptocoques libres bourgeonnants. Les lésions restent limi- 
tées et leur marche est en relation avec la quantité de cul- 
ture inoculée. 

San Felice obtient des résultats identiques avec une culture 
de quatrième passage, âgée de 14 jours. Vers le quatrième jour 
après l'injection virulente, un petit gonflement de la région se 
dessine et se transforme en une petite tumeur close, dure, qui 
atteint à la fin de la troisième semaine le volume d'une chà- 
taigne. Le contenu du nodule est riche en cryptocoques 
typiques. 

Enfin, au cours de ces dernières années, Vallée, avec la colla- 
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boration de Cuvillier et de Rinjard, expérimentant dans les 
conditions les plus variées et les plus favorables à l’évolution 
de la maladie, échoua presque toujours dans ses tentatives de 
transmission. 

Nolre premier soin, dès que nous eûmes obtenu la culture 
du cryptocoque de Rivolta sous la forme de colonies visibles, 
fut d'en éprouver le pouvoir pathogène par inoculation au che- 
val et de reproduire expérimentalement la lymphangite épi- 
zootique. Les résultats de nos expériences, exposés dans ce 
mémoire, précisent les conditions de l'extension et de la géné- 
ralisation de la maladie et, en démontrant l'influence aggravante 
des réinoculations successives sur la tumeur locale initiale, 
permettent d'expliquer les constatations, en apparence contra- 
dictoires, faites par Les différents auteurs dont nous venons de 
résumer lés travaux. 


11. — L'INFECTION 


Dans une première série d'expériences pratiquées sur un 
cheval, nous sommes parvenus à reproduire une Iymphangite 
typique par inoculation sous-cutanée d’une culture de crypto- 
coques de premier passage. Les produits inoculés consistaient 
en une émulsion de petites colonies composées de filaments 
mycéliens, de formes levures, et de quelques cryplocoques qui 
n'avaient pas bourgeonné. Les inoculations furent pratiquées 
à plusieurs reprises sur le même sujet; seules Les premières 
donnèrent un résultat positif. 

Dans une seconde série d'essais, un cheval neuf fut inoculé 
sous la peau, en six points, avec une émulsion de cullure de 
cryptocoques de huilième passage, dont la souche avait été iso- 
.6e ÎL mois auparavant. Les lésions observées consistèrent en 
petites tumeurs abcédées qui apparurent après une incuba- 
ton de vingt jours et se cicatrisèrent vers le troisième mois. 
Une seule fois, une corde filiforme prit naissance au niveau 
d'un nodule, persista pendant plusieurs semaines et disparut 
sans s’ulcérer. 

Nous n'avons donc pas obtenu, dans cette seconde série d’es- 
sais, l'extension et la généralisation des lésions, observées pré- 
cédemment,. 
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Pour expliquer cette différence, nous pouvions incriminer, 
dans la première série,les rares cryplocoques introduits avec la 
culture de premier passage et émettre l'hypothèse que leur 
virulence était plus grande que celle des formes filamen- 
leuses ; ou attribuer les résullats incomplets de la deuxième 
série à l’affaiblissement du champignon repiqué successive- 
ment 8 fois sur les milieux artificiels. 

Il convenait d'apporter des précisions nouvelles et, dans cette 
intention, nous avons effectué, dans une troisième série, de 
nombreuses tentatives de transmission expérimentale de la 
lymphangite épizootique. 


* 


x * 


Sur 22 chevaux inoculés, 20 ont présenté une lymphangite 
expérimentale localisée ou généralisée et 2 se sont montrés 
complètement réfractaires. - 

Les inoculations ont été pratiquées avec des émulsions de 
cultures entretenues dans des condilions toujours identiques de 
milieu (gélose glacosée à 5 p.100, peptonée 1 p. 100) et de tem- 
pérature (35°). Des essais comparatifs nous ont montré que. 
jusqu'au septième passage, au moins, la virulence de ces cul- 
tures ne diminue pas. 

Tous les résullats que nous avons obtenus sont semblables 
et nous décrivons seulement, dans l'exposé qui suit, les plus 
caractéristiques d’entre eux. 


INOCULATIONS SOUS-CUTANÉES 


CHEVAL N° 7. 


5 septembre 1918. — f'° inoculation sous-cutanée (nuque) 
de 0 gr. 0 de culture de deuxième passage, en émulsion dans 
Le. c. d’eau physiologique : 

A l'ædème immédiat provoqué par l'injection, succède le 
deuxième jour un épaississement de la peau, du volume d'une 
amande, qui s’efface peu à peu et disparaît vers le vingtième 
Jour. 
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27 septembre. — 2° inoculation sous-cutanée (encolure) de 


0 gr. O1 de culture de deuxième passage émulsionnée dans 


1 c.c. d'eau physiologique. 


[re INOCULATION. 


27 au 30 septembre : 0. 

30 septembre au 11 octobre : 0. 

11 octobre : Un petit nodule sous- 
cutané apparaît au point d'inocula- 
tion, sans réaction œdémateuse de 
la peau. 

12 au 23 octobre : Le nodule grossit 
et atteint le volume d'une bille, 
puis devient de plus en plus sen- 
sible et adhère à la peau qui 
s'épaissit. 


22 JNOCULATION. 


OEdème, puis petit nodule. 
Le nodule diminue, puis s’efface. 


23 octobre. — 3° inoculation sous-cutanée (épaule) de 0 gr. 05 
de méme culture de deuxième passage, émulsionnée dans 5 c.c. 


d'eau physiologique. 


Are INOCULATION. 


23 au 31 octobre : Le nodule aug- 
mente de volume, atteint les dimen- 
sions d'un gros œuf et adhère for- 
tement à la peau. A sa base, prend 
naissance un mince cordon de 3 à 
4 millimètres de diamètre et long 
de 0 m. 30 environ. 

4er au 7 novembre : Les cordes s’ef- 
facent, puis reparaissent. 


11 novembre: La tumeur devient 
fluctuante ets'ouvre.Le pus qui s’en 
écoule contient des cryptocoques 
typiques. Les cordes s’effacent de 
nouveau. 

21 novembre : Les cordes réappa- 
raissent et un œdème entoure la 
tumeur initiale. 

21 novembre au 15 décembre : Des 
nodules se forment sur le trajet de 
la corde et deviennent fluctuants. 

15 décembre 1918 au 15 janvier 19149 : 
Les ulcères suppurent et la cica- 
trisation débute sur certains d’en- 
tre eux. Un nodule spécifique se 
forme dans la région du canon an- 
térieur droit, s'ouvre et suppure. 


2e INOCULATION. 32 INOCULATION. 


0 Les premiers 
jours, œdè- 
me et abcès. 


Le #4 novembre, la 0 
peau s'épaissit dans 
la région inoculée. 

L'œdème de la peau 0 
diminue légèrement. 


La lésion grossit de 0 
nouveau. 
La tumeur s’abcède 0 


et s'ouvre. 


La suppuration dimi- 0 
nue et la lésion ul- 
cérée se cicatrise 
progressivement. 
Une fine corde ap- 
paraît avec un no- 
dule qui reste clos. 
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15 janvier au 22 février : Les lésions 
suppurent peu et sont, en partie, 
cicatrisées. Le 1482 jour, on ob- 
serve à la face interne de la pau- 
pière inférieure gauche (angle in- 
terne de l'œil) un nodule ulcéré 
dont le muco-pus contient de nom- 
breux cryptocoques. 

Aer avril : Toutes les lésions sont 
cicatrisées sauf l’ulcération de la 
paupière inférieure qui suppure 
pendant trois mois encore. 
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Résorption et cicatri- 0 
sation. 


CHEvaL N° 6. 


23 octobre 1918. — f°° inoculation sous-cutanée de 0 gr. 05 
de culture de cryptocoques de deuxième passage, émulsionnée 
dans 5 c.c. d'eau physiologique : 

L'injection provoque un œdème immédiat suivi d'un abcès 
stérile (8° jour). L’abcès se cicatrise et fait place à une indura- 
tion cutanée qui s'efface vers le quarantième jour. 

11 décembre. — %° inoculation sous-cutanée (en un point 
différent) de 0 gr. 05 de culture de cryptocoques de troisième 


passage. 


112 INOCULATION. 


13 décembre : Un petit noyau sous- 
cutané apparait. 


13 au 17 décembre : Le nodule reste 
stationnaire. 

17 au 23 décembre : Le noyau grossit 

el atteint le volume d’une amande. 

janvier 1919 : La tumeur atteint le 

volume du poing et devient fluc- 

tuante. De fines cordes lymphati- 

ques apparaissenL. 

janvier au 7 février : La tumeur 

grossit et l’ulcère suppure abon- 

damment. Les cordes disparais- 

sent. 

1 au 10 février : Les cordes réappa- 
raissent, puis s’effacent de nou- 
veau et la tumeur grossit. 


co 


co 


2° INOCULATION. 


Volumineux œdème sensible d'où 
partent des cordes lymphatiques 
de la grosseur du doigt et longues 
de 30 centimètres environ. 

L'œdème se condense et un abcès 
stérile se forme. 

L'abcès se vide et se cicatrise com- 
plètement. 

Le 28 décembre : Léger œdème de 
la peau, de la grosseur d'une 
amande dans la région inoculée. 


Un nodule se forme et devient peu 


à peu fluctuant. 


Le noyau, des dimensions d'une 
petite amande, reste stationnaire. 


A1 février 1919. — 3° inoculation de 0 gr. 0% d'une culture 
de cryptocoques de quatrième. passage. 
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ire INOCULATION. 

41 au 17 février : Les lésions restent 
stationnaires. 

Dans la suite, la suppuration dimi- 
nue et la tumeur régresse peu à 
peu. La guérison est complète en 
cinq mois et demi. 
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22 INOCULATION. 32 INOCULATION. 

Le nodule s'abcède | OEdème, puis ab- 
et s'ouvre. cès stérile. 

La guérison est|Rien ne fut ob- 
complèteentrois| servé dans les 
mois et demi. quatre mois qui 

suivirent. 


CHEVAL®N° 40. 


23 décembre 1918. — 1"° inoculation sous-cutanée de 0 gr. 01 
de culture de cryptocoques de troisième passage émulsionnée 


dans À c.c. d'eau physiologique : 
Jours suivants. — (Edème, 


laisser de traces. 


puis abcès qui se résorbe sans 


1 février 1919. — Léger œdème au point d'inoculation. 
7 au 14 février. — La tuméfaclion grossit et s’indure. Elle 


forme une masse allongée, peu épaisse, de 5 à 6 cent. de long. 
14 février au 12 mars. — La tumeur se résorbe incomplète- 


ment et reste dure. 


12 mars. — 9° inoculation de 1 goutte de pus cryptococcique 
diluée dans À c.c. d'eau physiologique. 


17° INOCULATION. 


12 mars au 2 mai : La lésion reste 
stationnaire. 

2 mai: La tumeur n'est pas modifiée, 
mais à sa partie inférieure prend 
naissance une fine corde dure, de 
20 centimètres de long environ, qui 
présente deux renflements du vo- 
lume d’une noisette. 

2 au 8 mai: La tumeur initiale devient 

fluctuante, ainsi que les noyaux de 

la corde, et les abcès s'ouvrent. 
mai au 15 juin : La suppuration est 
peu abondante et la cicatrisation 
des nodules commence. 


(es 


2e INOCULATION. 


12 au 15 mars : Léger œdème qui se 
résorbe entièrement. 


25 mars : La peau s'épaissit dans la 
région inoculée. 

31 mars : L'épaississement cutané a 
augmenté (petite amande). 


31 mars au !{ avril : Le nodule gros- 
sit et atteint le volume d’un œuf. 


A1 avril au 4er mai: La tumeur s'ab- 
cède et s'ulcère. 

4er mai au 15 juin : L'ulcération dimi- 
nue peu à peu. 


INOCULATIONS ENDO-VEINEUSES 


Sur quatre tentatives de transmission de la lymphangite par 
injection endoveineuse de cultures de crvptocoques, les lésions 


QG} 


péciliques n'ont apparu qu'une seule fois et dans des condi- 
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tions telles qu'il est difficile d'en rapporter, avec certitude, la 
cause à l'inoculation pratiquée. 


EXPÉRIENCE |. 

Un cheval recoit dans la jugulaire, le 19 août 1918, 0 gr. 05 
de culture de cryptocoques de deuxième passage. | 

Du 19 août au 5 septembre. — Aucune modification. Réaction 
thermique nulle. | 

Le 5 septembre, l'animal présente une forte boiterie du 
membre postérieur droit. La partie inférieure du membre est 
engorgée et, dans le creux du paturon, apparaît un suintement 
séro- sanguinolent. La sérosité contient de rares cryptocoques 
libres à paroi simple ou dédoublée. 

Du 5 septembre au 7 septembre, l’œdème et le suintement 
diminuent, mais le membre postérieur s’œdématie à son tour et 
devient très douloureux. 

Du 7 septembre au 27 septembre, les symptômes observés sur 
le membre postérieur gauche disparaissent sans qu'aucune 
lésion cryptococcique ne se soit manifestée. Au contraire, sur 
le membre opposé, dans les régions de la jambe et du boulet, 
se forment plusieurs pelits ulcères riches en cryptocoques 
typiques. 

Dans la suite, ces ulcères se cicatrisèrent. Le 21 octobre 
c'est-à-dire deux mois après l’inoculation, la guérison était 
‘complète. 


Expérience Il. — Inoculation endoveineuse antérieure 
à l'inoculation sous-cutanée. 


27 septembre. — Inoculation à un cheval (dans la jugulaire) 
de 0 gr. 05 de culture de cryptocoques (2° passage). 

Du 27 septembre au 23 octobre, aucun symptôme n'apparait. 

23 octobre. — f"° inoculation sous-cutanée (nuque) de 0 gr. 05 
de culture de cryptocoques (2° passaye). 

Du 23 octobre au 30 octobre, un œdème se forme dans la 
région de la nuque et fait place à un abcès stérile du volume 
d'un œuf. Les jours suivants, l’abcès s'ouvre puis se cicatrise 
complètement. 
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Le 2 décembre, soit après une incubation de quarante jours, 
on perçoit au point d'inoculation sous-cutanée un petit nodule 
qui augmente rapidement de volume. 

11 décembre. — % inoculation sous-cutanée (région moyenne 
de l'encolure) de 0 gr. 05 de culture de cryplocoques (3° passage). 


RÉSULTATS DE LA 1r2 INOCULATION 
SOUS-CUTANÉE. 


11 décembre 1918 au 10 janvier 1919 : 
La tumeur atteint le volume du 
poing; le 23 décembre, elle donne 
naissance à une fine corde qui se 
prolonge jusque vers la base de 
l'encolure. 

10 au 15 janvier : La tumeur grossit 
encore et devient fluctuante. 

15 au 31 janvier : La tumeur du vo- 
lume des deux poings donne issue 
à un pus riche en cryptocoques. 
La corde lymphatique reste sta- 
tionnaire. 


31 janvier. 
droite des lèvres) de 0 gr. 
(3° passage. 


RÉSULTATS 
DE LA A! INOCULATION 
SOUS-CUTANÉE. 


4er au 10 février : La corde devient 
œdémäteuse et augmente considé- 
rablement de volume (7 à 8 centi- 
mètres de diamètre). 

10 au 19 février : Des nodules se 
forment sur le trajet de la corde 
indurée. 

20 février : La corde et la tumeur 
initiale s’entourent d'un volumi- 
neux æœdème, 

22 février : Idem. 


22 février au 10 mars : Les lésions 
s'aggravent. Elles occupent toute 
la longueur de l’encolure et s'éten- 
dent sur une largeur de 8 à 10 cen- 
limètres, formant une masse indu- 
rée, criblée de nodules et d'abcès. 


Le nodule grossit et 


RÉSULTATS DE LA 2° INOCULATION 
SOUS-CUTANÉE. 


OEdème, puis abcès stérile qui s’ou- 
vre et se cicatrise. Un épaississe- 
ment de la peau persiste qui, le 
10 janvier, augmente et devient 
œdémateux. 


Nodule des dimensions d'une petite 
amande. 


— 3° inoculalion sous-cutanée (commissure 
05 de culture de cryplocoques 


RÉSULTATS DE LA 
3° INOCULATION 
SOUS-CUTANÉE. 


RÉSULTATS 
DE LA 22 INOCULATION 
SOUS-CUTANÉE. 


OEdème qui se 


atteint les dimen- résorbe en- 
sions d'un œuf. suite. 
Stationnaire. 0 
La tumeur devient 0 
fluctuante. 
La tumeur s'ouvre et 0 
suppure (cryptoco- 
ques dans le pus). 
Ulcération et suppu- 0 
ration. 
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Al mars. — /noculation sous la peau de la commissure gauche 
des lèvres de six gouttes de pus prélevé dans les abcès de l'encolure. 

Du 11 mars au 1° juin. — 7° inoculation sous-cutanée : Les 
lésions deviennent énormes, occupent près de la moitié de l’en- 
colure criblée d’abcès et d'ulcères qui suppurentabondamment. 
Des’abcès secondaires apparaissent dans les régions de l’abdo- 
men et de la cuisse ; néanmoins l'état général du malade n'est 
pas troublé. 


2° inoculation sous-cutanée. — L'ulcération persiste sans s’ag- 
graver sensiblement. 

3° inoculalion suus-cutanée. — Aucun symptôme. 

4 inoculation sous-cutanée (pus). — Aucun symptôme. Un 


cheval lémoin inoculé dans les mêmes conditions, avec le 
même pus, a présenté un nodule spécifique. 


Exrérrexce IL. — Inoculation endoveineuse postérieure 
à l'inoculation sous-cutanée. 


23 décembre. — JInoculation à un cheval, sous la peuu de la 
nuque, de 0 gr. 05 de culture de cryptocoques (3 passuge). 
1% janvier 1919. — /noculation endoveineuse de 0 gr. 05 de 


la même culture. 

20 janvier. — /d. 

27 janvier. — /d. 

Le 5 février. — Dans la région de la nuque,au point de l'ino- 
culation sous-cutanée, on observe un léger épaississement de la 
peau. 

Du 5 février au 7 mars, l'épaississement cutané se condense 
en un nodule qui grossit lentement et finit par atteindre Île 
volume d’un petit œuf. 

Le 8 mars, deux fines cordes partent du bouton et s'étendent 
sur toute la longueur de l’encolure. 

Le 15 mars, un nodule sous-cutané apparait sur la face 
opposée de l’encolure. 

Du 15 mars au 20 avril, une grosse tumeur ganglionnaire se 
forme dans la région du poitrail ; en outre, un ulcère se creuse 
sur la face externe du paturon postérieur droit. Le pus qui s’en 
écoule contient des cryptocoques, comme le pus du nodule 
initial. 
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Du 20 avril au 20 mai, la lésion du paturon se cicatrise, 
l'ulcère initial se comble et les cordes s’effacent. 

Du 20 mai au 10 juin, les lésions ouvertes sont cicatrisées ; 
la tumeur du poitrail s'est résorbée en partie; les cordes ne 
sont plus signalées que par un léger rebroussement des poils à 
leur niveau. 


HI. — INCUBATION 


L'incubation apparente de la Jymphangite épizootique, c'est- 
à-dire le temps qui sépare l'inoculation de l'apparition du 
nodule spécifique, varie d'un sujet à l’autre dans des limites 
fort élendues. 

Le tableau suivant indique que ni la quantité de virus injecté, 
ni le nombre de passages qu'il a subis Sur les milieux artifi- 
ciels, ni l'abondance du tissu conjonctif et des vaisseaux lym- 


| 
NUMÉROS [ORIGINE ET NOMBRE QUANTITÉ DURÉE 
DES SUJETS DE PASSAGES ee de 
d'expé- | de la culture ino- DE CHCEURE RÉBION NOUS L'INCUBA- 
rience culée. inoculée. TION 
l A, 0 gr. 005 (environ)| Diverses régions 
du corps. 45 jours. 
9 As 0 gr. 005 (environ) Id. 25 — 
7 B; 0 gr. 01 Nuque. 31 — 
97 Cs 0 gr. 02 Encolure. DES 
38 C; 0 gr. 02 Id. 36 — 
13 D, 0 gr. 05 Nuque. 40  — 
15 BE 0 gr. Où Id. 60 — 
16 D, 0 gr. 05 Id. 51 — 
40 D, 0 gr. 01 Id. 35 
42 D, 0 gr. 05 Encolure. 45 — 
24 E, 0 gr. 12 Id. 30, — 
43 E, 0 gr. 025 Id. 28 — 
46 E, 0 gr. 05 Id. 39 — 
47 E, 0 gr. 05 Id. M3 
49 E, 0 gr. 05 Nuque. AL. — 
53 F; 0 gr. 01 Divers points du corps.| 18 —- 
54 F, 0 gr. 01 Id. LR 
3 Pus A 1/10 de c.c. Id. AB" 
à Pus A 1/10 de c. c. Id. AL = 
| Pus B 1/10 de c. c. Id 14 — 
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phatiques dans la région inoculée, n'exercent une influence 
quelconque sur la durée de cette période. | 

Par contre, l’incubation est sensiblement plus courte après 
inoculation de pus cryplococciqne. 


IV. — AGGRAVATION ET EXTENSION DES LÉSIONS 


Il ressort des précédentes expériences et de l'observation des 
réactions focales consécutives aux réinjections de cullures de 
cryptocoques, que l’aggravalion et l'extension de la Iymphangite 
sont étroitement liées aux réinfeclions par le microbe spécilique. 

L'injection sous-cutanée unique d’une émulsion de cullures 
virulentes provoque la formalion immédiate d’un œdème plus 
ou moins important, accompagné, ou non, d’abcès, suivant la 
quantité de virus introduite. Au bout de quelques jours, ces 
phénomènes inflammatoires s'effacent complètement, et, après 
une période d’incubation variable, font place à un petit noyau. 
Dans la suite, le nodule s'accroît jusqu'à atfeindre le volume 
du poing; dans un dernier stade, la tumeur s’abcède et s’ulcère. 
Excepiionnellement, elle donne naissance à une fine corde 
lymphatique qui se résorbe en quelques jours. 

L'expérience confirme ainsi la spécificité des cultures ino- 
culées ; mais elle ne reproduit ni les lésions des vaisseaux 
lymphatiques, ni les foyers multiples observés dans la maladie 
nalurelle. 

Lorsqu'une deuxième inoculalion virulente est pratiquée 22 
à 50 jours après la première, l'activité du nodule initial 
augmente subitement, la lésion locale s'aggrave et de véritables 
cordons lymphatiques se dessinent. Bientôt des renflements 
arrondis apparaissent sur ces cordes qui prennent l'aspect moni- 
liforme caractéristique. A leur tour, mais moins rapidement 
que la fumeur primitive, ces nodules s'abcèdent, s'ulcèrent et 
produisent d’autres cordons, sur le trajet desquels éclosent de 
nouveaux foyers. On assiste alors à une véritable généralisation 
de la maladie expérimentale et à l’exacte reproduction du 
tableau symptomatologique de la Iymphangite épizootique. 

Les inoculations endoveineuses pratiquées après l’inocu- 
lation sous-cutanée aggravent peu la lésion initiale. 
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LES RÉACTIONS FOCALES. 


Les expérimentateurs qui ont essayé de trailer la lymphan- 
vite épizootique par les méthodes biologiques ont fort bien 
mis en évidence les phénomènes réactionnels qui apparaissent, 
à la suite des injections de pus spécifique, dans les lésions cryp- 
tococciques en cours d'évolution. Velu, en particulier, préoc- 
cupé de rapprocher ses observations des travaux de Wright sur 
les opsonines et la bactériothérapie, décrit « une phase négative 
intense et immédiate », déterminée par l'injection de pyovacein 
(contenu des boutons spécifiques traités par l’éther) et au cours 
de laquelle tous les symptômes s'aggravent, la suppuration 
augmente, « les plus gros noyaux non abcédés mürissent ; 
quelques-uns, gonflés de pus, s'ouvrent spontanément ; l'hyper- 
sensibilité naturelle des lésions est notablement exagérée, les 
cordes et les abcès sont nayés dans un œdème plus ou moins 
abondant. Cette phase dure 3 ou 4 jours, quelquefois 5 ou 6. Son 
intensité varie avec la dose de vaccin employé ». Une phase 
positive d'amélioration des symptômes et de réparation des 
lésions succède à cette phase négative. 

L'évolution de la maladie expérimentale et de la maladie 
naturelle présente une véritable alternance d'une série de 
périodes d'agqravation et de résolution qui correspondent aux 
précédentes phases négative et positive. La première se traduit 
par l'apparition d'œdèmes autour des nodules, l'éclosion de 
nouveaux abcès et l’extension des lésions. Dans la seconde, au 
contraire, ces symptômes s’'atténuent et les lésions progressent 
vers la guérison. 

Tous ces phénomènes constituent de véritables réactions 
focales provoquées par des auto-réinoculalions, ou par des 
troubles organiques qu'il est difficile de préciser (suppurations 
secondaires, affections inlercurrentes diverses, influence de la 
chaleur, du refroidissement, etc.). 

L'expérience montre encore que les animaux inoculés devien- 
nent peu à peu réfractaires aux réinoculations virulentes et 
simmunisent. Néanmoins, les sujets infectés manifestent leur 
sensibilité aux réinjections d’antigène par des réactions focales 
plus ou moins prolongées. 
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Lorsqu'on réinjecte des cryptocoques à un sujet porteur de 
deux ulcères obtenus par des inoculations de cultures viru- 
lentes répétées à moins de 50 jours d'intervalle, une réaction 
se produit en même temps dans les deux foyers et les deux 
lésions s'aggravent simultanément. Il n'existe donc aucune 
relation entre la nature et l’intensité de cette réaction et l’an- 
cienneté des lésions. 

Les réactions focales qui se manifestent ainsi sous l'influence 
des réimjections de cryptocoques ne sont pas dues à une action 
spécifique de ces microbes. Bridré, Nègre et Trouette avaient 
observé des manifestations identiques dans Les foyers, à la suite 
d'injections thérapeutiques d’arsénobenzol praliquées sur des 
lymphangiteux. « Si la maladie est ancienne et la plaie initiale 
située dans les régions inférieures des membres, l'effet de l’in- 
jection se manifesle souvent par l'apparilion de nouveaux 
boutons sur le trajet des Iÿymphatiques malades. Les boutons 
existants s'abcèdent et se vident. On dirait que l'organisme 
réagit en expulsant les parasites et un observateur non prévenu 
pourrait prendre ces phénomènes de défense pour une aggra- 
vation du mal. » 

Nous avons obtenu des résultats comparables en substituant 
aux cultures de cryptocoques des émulsions de levures non 
pathogènes (Saccharomyces ellipsoïdeus) ou des cultures stérili- 
sées de bacilles de Preiz-Nocard ou même un sérum antilevure 
et un sérum anticryptococcique. Mais l’action des microbes spé- 
cifiques est plüs régulière et plus intense. 


V. — GÉNÉRALISATION DE L'INFECTION 


Lorsque, au cours de l'infection naturelle ou de l'infection 
expérimentale, on pratique des injections sous-cutanées de 
cultures stérilisées de cryptocoques, à des doses supérieures à 
0 gr. 05, on observe, à bref délai (2 à 8 jours), la formation de 
nodules nouveaux qui apparaissent en des points parfois très 
éloignés des foyers primitifs. 

Ces nodules sont de deux sortes : Les uns occupent toute l'é- 
paisseur de la peau; ils ont les dimensions d'un noyau de 
cerise ou d'une bille, s'abcèdent très rapidement puis s’ulcè- 
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rent: les plaies persistent et suppurent pendant un temps 
variable, mais généralement fort long. Les autres, au contraire, 
se traduisent d'abord par une petite plaque d'œdème cutané 
de 3 à 10 millimètres de diamètre, au niveau de laquelle les 
poils se redressent. L'épiderme se desquame ensuite; la 
plaie suppure pendant quelques jours sans s’approfondir ni s’ul- 
cérer, puis se cicatrise. 

Les deux variétés de nodules apparaissent simultanément sur 
les sujets infectés et dans les points les plus divers (membres, 
côtes, dos, encolure, face, lèvres, conjonclive palpébrale). Dans 
un cas, à la suite d'une injeclion massive (3 grammes de cul- 
ture), pratiquée sur un cheval porteur d'une seule tumeur 
cryptococcique à l’encolure, nous avons observé, au cours de la 
semaine qui suivit, une véritable éruption généralisée de 56 bou- 
tons des deux types. 

Les mêmes phénomènes de généralisation se manifestent 
parfois au cours du traitement de la lymphangite épizootique 
par des injections intraveineuses de sérum anticryptococcique. 


VI. — SENSIBILISATION 


1° DiMINUTION DE LA PÉRIODE D'INCUBATION DES NODULES CONSÉCUTIFS 
A DES RÉINOCULATIONS VIRULENTES. — Le tableau ci-après met 
d'abord en évidence d'importantes différences de la sensibilité 


NUMÉRO INTERVALLE DURÉE DE L'INCUBATION INTER VALLE DURÉE 
entre la {4e | "5 | entre la dre f DE 
su ei et la + après la après la etla < Pre 
d'expérience | inoculation | {re inoculation| 2° inoculation | 3° inoculation |3° inoculation 
7 22 jours. 37 jours. 31 jours. 9 jours. fInoculation négative. 
13 20 — 40 — 30 — 99 — Id. 
15 49  — 60 — Inoeulation négative. » » 
16 18 — 11  — 17 jours. | 111 jours. Id. 
9% 5 — 30 — 34 — 48 j. (hj.de s.)| 17 jours, 
27 20 — 33 — 28 — » RCE 
38 APN OR RTE — 21 — » » 
40 719 — 45 43 j. (Inj. de pus.) » 
12 Injection unique. 5 — » ) s 
17 28 — 51 — 21 jours. 13 jours. 24 jours. 


€ 
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individuelle des animaux soumis, dans des conditions iden- 
tiques, à l'inoculation d’une mème culture de cryptocoques. II 
montre, en outre, qu'il existe, sur un même sujet, une grande 
inégalité entre la durée de lincubation après une première 
inoculation et la durée de l’incubation après la réinoculation 
de virus. 

Nous réunirons, pour l'examen, ces résultats en quatre 
groupes : 


| groupe. — L'intervalle entre la première el la deurième 
inoculation est inférieur à 20 jours : 

a) La durée de l’incubation après la première inoculation est 
de 30 jours : 

b) La durée de l’incubation après la deuxième inoculation 
est de 34 Jours. 


2° groupe. — L'intervalle entre les inoculalions est de 20- 
25 Jours : 
a) La durée de l’ineubation après la première inoculation est 
de : 
no LE n°. 7 n° 32 nipa 


(] 31 30 33 Jours: 
b) La durée de l’incubation après la deuxième inoculation 
esbde:: 


LE 


THIS de TEST n° 38 n° 21 
30 37 21 28 jours. 
3° groupe. — L'intervalle entre la première et la deurième 


inoculation est de 25 à 30 jours : 

L'intervalle entre la prenrière et la troisième inoculation est 
de 43 jours: 

a) La durée de l’incubation après la première inoculation 
est de 51 jours ; 

b) La durée de l'incubation après la deuxième inoculation est 
de 21 jours; | 

c) La durée de l’incubation après la troisième inoculation est 
de 24 jours. 


{° groupe. — L'intervalle entre la première et la deurième 
inoculation est de 45 à 50 jours : 


£8 
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a) La durée de l'incubation après la première inoculation est 
de : : 
n° 16 n° 15 
51 jours 60 jours 
b) La durée de l'incubation après la deuxième inoculation 
est de : 


n° 16 n° 19 
17 jours Négative. 


Jusqu'au cinquantième jour, terme au delà duquel l'immu- 
nile est acquise (sauf une exception dont il sera question par 
la suite), l'incubation des nodules de réinfection est d'autant 
plus courte que l'intervalle entre les inoculations virulentes est 
plus grand. Un seuil se rencontre du quinzième au vingt-cin- 
quième jour, en deçà duquel lincubation des deux nodules est 
sensiblement de même durée. 

Sur des organismes sensibilisés par une première infection, 
Les cryptocoques réinoculés provoquent donc l'édifi:ation de 
plus en plus rapide des lésions spécifiques. 

Les nodules de réinfection évoluent avec une rapidité d'au- 
tant plus grande vers la guérison qu'ils résultent d’une réino- 
culation pratiquée plus tardivement après la première. Cepen- 
dant, ils peuvent être le point de départ de nouvelles cordes 
lymphatiques et de nouveaux ulcères, quand les porteurs sont 
soumis à des réinjeclions virulentes. 


2° LA RÉACTION LOCALE DEVIENT DE PLUS EN PLUS INTENSE. — Les 
manifestations de l'hypersensibilité des animaux lymphangi- 
teux ne sont pas limitées au raccourcissement de la période 
d'incubation des nodules de réinfection. L'ædème qui s'établit 
immédiatement après une première inoculation de virus aug- 
mente d'étendue après chaque injection. Alors qu'il ne dépasse 
pas, au début, les dimensions d’un petit œuf, il peut atteindre, 
après la 3° ou 4° injection, le volume du poing et davantage. 
En outre; l'inflammalion s'étend aux vaisseaux lymphatiques 
voisins et des cordes apparaissent comme dans la maladie 
nalurelle, Cordes et ædème se résorbent en deux ou trois jours 
et font place à un abcès stérile: | 
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Ces phénomènes (œdème et abcès) observés après la réinocu- 
es | 


lation de cullure virulente, se produisent également à la suite 
des injections de culture stérilisée dé cryptocoques. Dans l'un et 
l'autre cas, ils ne diffèrent que par leur intensité et leur pré- 
cocilé de ceux que provoque l'inoculation unique de ces mêmes 
cultures sur un sujet neuf. 

Le cryptocoque ne sécrétant pas d'exotoxine, au moins dans 
les milieux artificiels, il semble que ces réactions précoces 
soient dues à la libération accélérée des toxines protoplas- 
miques du parasite. Cette désintégration de plus en plus rapide 
au cours des réinjections détermine, par un effet de masse, 
l'aggravation des désordres locaux : œdème, afflux leucocy- 
taire, inflammation fugace des vaisseaux lymphatiques voi- 
sins par entrainement dans leur lumière de produits micro- 
biens toxiques, nécrose et suppuration. 


3° LA RÉACTION FOCALE DEVIENT DE PLUS EN PLUS PRÉCOCE. — 
L'intensité et la précocité des réactions focales observées sur 
les malades, traités par des injections. de cultures de crypto- 
coques, est à la fois fonction du rythme de ces injections et de 
la dose injectée. 

Lorsqu'on inocule à des animaux lymphangiteux une émul- 
sion de virus représentant un poids de culture supérieur à 
0 gr. 05, les lésions spécifiques entrent en activité après un 
délai qui varie de 24 à #8 heures. 

Des injections de faibles quantités de cryptocoques (moins de 
0 gr. 01) ou d'autolysats de ces microbes en eau éthérée, déter- 
minent des réactions focales après une période d’incubation 
d'autant plus réduite que les injections sont répétées à des 
doses plus fortes et à des intervalles plus courts. 

Les symptômes qui caractérisent ces réactions focales s'atté- 
nuent rapidement quand on emploie des doses faibles. Après la 
troisième injection ils ne se manifestent mème plus. Avec des 
doses fortes, 0 gr. O1 à 0 gr. 05 au contraire, les phénomènes se 
renouvellent après chaque introduction de virus et ils persis- 
tent plus longtemps. Des doses très fortes (0 gr. 50 à 3 grammes) 
provoquent des réactions violentes. Répétées dans un délai 
supérieur à quinze Jours, leur action s'affaiblit, puis devient 
nulle. 
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VII. — IMMUNITÉ SPÉCIFIQUE 


Nous avons souvent entendu dire, par des vétérinaires, 
qu'une première atteinte de Iymphangite ne confère aucune 
immunité et que la réceptivité des sujets guéris est identique à 
celle des sujets neufs. Celte affirmation reposait généralement 
sur des considérations théoriques relatives aux affections chro- 
niques ou sur l'observation de récidives tardives apparues après 
guérison apparente de la maladie. 

En Algérie, les Arabes et les marchands de chevaux, dont la 
raison pratique est le seul guide, avaient pourtant observé que 
les animaux guéris d'une première atteinte ne contractaient 
plus la lymphangile ; et cette opinion est familière à tel point 
dans la Colonie, que tout sujet porteur des cicatrices anciennes, 
caractéristiques de la maladie, possède une valeur commerciale 
supérieure à celle des sujets neufs. 

Il convenait donc de vérifier ces opinions contradictoires ei 
d'apporter à l’une d'elles la confirmation de l'expérience. Celle- 
ci démontre que les animaux malades ou guéris résistent aux 
inoculations virulentes. 

Toutes les tentatives de réinfection expérimentale et les 
épreuves d'immunité que nous avons effectuées nous ont 
montré que l’immunité s'établit avec une très grande lenteur 
après l'inoculation initiale et qu'il existe, sur ce point, des 
différences individuelles importantes. 

Dans quatre essais, les réinoculations de cultures de cryp- 
tocoques pratiquées 49, 60, 99 et 111 jours après la première 
inoculation ont donné des résultats négatifs. La résistance des 
animaux infectés était complète. 

Sur quatre sujets réinoculés le 43°, le 45° jour et le 51° jour 
une lésion spécilique a évolué. 

Le seuil de l'immunité se trouve donc aux environs du cin- 
quantième Jour de l'infection. 

Deux chevaux neufs se sont montrés complètement réfrac- 
aires aux inoculations virulentes répétées à plusieurs reprises, 
alors que les chevaux témoins, inoculés dans les mêmes condi- 
ons, prenaient la Ilymphangite. 
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L’immunité dans la lymphangite épizootique consiste en une 
résistance accrue aux réinoculations d'origine externe. Mais les 
sujets malades, quelque réfractaires qu’ils soient à l'action des 
cryptocoques réintroduits du dehors, restent sensibles aux réin- 
fections endogènes par les parasites qu'ils hébergent. C'est ainsi 
que, fréqueminent, lorsque la maladie suit son cours naturel, 
on assiste à de véritables généralisations jusque dans les 
périodes ultimes de son évolution. 

D'autre part, même lorsque les lésions primitives progressent 
vers la guérison,on observe parfois l’éclosion de nouveaux foyers 
dans les régions les plus diverses. Ces lésions nouvelles per- 
sistent longtemps après la cicatrisation du chanere initial. 
Toutefois, elles n'offrent aucune tendance à l'extension, et 
restent localisées sous la forme d’un nodule ulcéré dont la gué- 
rison se produit invariablement. 

Un contraste évident, sur lequel nous insisterons de nouveau 
dans la suite de ce mémoire, ne persiste pas moins entre l’ex- 
trème fréquence des réinoculations endogènes et la résistance 
des malades aux réinfections d'origine externe. 


RérNocucarTions pe pus. — Un de nos sujets d'expériences a 
présenté une Iymphangite expérimentale atypique non suivie 
d'immunité. Sur cet animal, inoculé sous la peau de la nuque 
avec 0 gr. O1 de cultures de cryptocoques de troisième passage, 
on observa après quarante-sepl jours d’incubation un léger 
ædème de la région, ædème qui s’accrut les jours suivants, puis 
se résorba en partie et fit place à une masse indurée diffuse de 
5 à 6 centimètres de diamètre environ adhérente à la peau. Les 
caractères de cette induration étaient si différents des lésions 
expérimentales habituelles de la lymphangile épizootique que 
nous doutions de sa spécificité. 

79 jours après la première inoeulation, le même cheval 
reçut une goutte de pus cryptococcique sous la peau de l'enco- 
lure. Après treize Jours d’incubation, apparut sur ce point un 
léger épaississement cutané qui grossit rapidement et se trans- 
forma en trente-cinq jours en une tumeur abcédée du volume 
d'un œuf. 

Mais pendant que cette lésion évoluait, la tumeur iniliale de 
la nuque, restée stationnaire pendant plus de dix semaines, 
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entrait en activilé, grossissait, devenait plus saillante sous la 
peau, s'abeédait et donnait naissance à une fine corde Iympha- 
lique, de 20 centimètres de long environ, bientôt bosselée de 
plusieurs nodules du volume d'une noisette. 

Dans une autre expérience, 7 chevaux lymphangiteux ou 
guéris ont reçu, sous la peau, 1/10 de cent. cube de pus eryÿp- 
tococcique frais émulsionné dans 2 cent. cubes d’eau physio- 
logique. 

1° Cheval n° 9 guéri depuis 3 mois. — Résultats de la réino- 
culation : ædème immédiat suivi d’un abcès qui se cicatrise en 
quelques jours, aucune lésion spécilique n’est observée. 

2 Cheval n° 51, malade depuis plusieurs mois (maladie natu- 
relle) en voie de guérison. — Résultats de la réinoculation 
volumineux œædème qui se résorbe sans s’abcéder. Aucune 
lésion spécifique n’est observée. 

3° Cheval n° 52, malade depuis plusieurs mois (maladie 
naturelle) en voie de guérison. — Résullals de la réinoculation 
comme le cheval précédent. 

4° Cheval n° 24. — Première inoculation de pus, 48 jours 
après l'inoculalion initiale de culture. Résultats : un nodule 
spécilique se développe vers le {7° jour, s’ulcère et guérit en 
deux mois. 

Deuxième inoculation de pus, 111 jours après l'inoculation 
initiale de culture. Résullats : volumineux œdème immédiat 
suivi d’un abcès qui s'ouvre vers le 6° jour et se cicatrise. Un 
petit nodule sensible du volume d’une amande persiste dans la 
région inoculée. Ce nodule reste stalionnaire ou régresse, puis, 
le 14° jour après l’inoculation augmente subitement de volume 
et atteint les dimensions d’une grosse noix. À l'aide d'une 
pipette, on en extrait un liquide sanglant, tenant en suspension 
des flocons purulents blanchâtres. A l'examen microscopique 
de ces flocons, on observe des cryplocoques bourgeonnant 
activement et présentant tous les caractères des cryptocoques 
des nodules jeunes. 

Les Jours suivants, l'induration diminue. Elle augmente de 
nouveau le 2ë° jour el enfin se résorbe le 30°. Aucun symptôme 
n est observé par la suile, mais la région présente une sensibi- 
lilé anormale pendant près de deux mois. 

> Cheval n° 42. — Atteint d'une tumeur eryptococcique 
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localisée résultant d'une injection virulente unique praliquée 
depuis 3 mois. Mèmes résultats que pour le cheval précédent, 
après réinoculation de pus en deux points différents. 

6° Cheval n° 43. — Gravement malade de [ymphangite expé- 
rimentale depuis plus de 3 mois. Réinoculation de son propre 
pus en deux points différents. Résultats : œdèmes, puis abcès 
qui s'ouvrent et se cicatrisent. À l'un d'eux fait suite une 
petite induration du volume d’une amande, qui diminue peu à 
peu jusqu’à atteindre le volume d'une noisette, augmente 
légèrement ensuite, devient fluctuant et s'ouvre le cinquan- 
lième jour, le pus contient des cryptocoques typiques presque 
tous inclus dans les leucocytes hypertrophiés. 

° Chéval n° 13. — Gravement malade depuis 3 mois de 
lymphangite expérimentale. Réinoculation de son propre pus. 
Résultats négatifs. Un cheval témoin inoculé dans les mêmes 
conditions contracte la Iymphangite. 

Il semble donc que les animaux malades présentent à 
l'égard d’une réinoculation de cryptocoques du pus, une 
résistance moindre qu'à l'égard des réinoculations de crypto- 
coques de cultures. 

Tantôt (n° 9, 13, 51, 52), la résorption des parasites in(ro- 
duits s'effectue au cours de la réaction immédiate au point 
d'inoculation et aucune lésion spécifique n'apparaît. 

Tantôt (n° 2%, 42) cette élimination est incomplète; une 
induration spécilique se forme et grossit pendant 15 à 20 jours. 
A l'intérieur du nodule, les cryptocoques se multiplient acti- 
vement et donnent naissance à des formes jeunes, granuleuses, 
à parois simples, bourgeonnantes et polymorphes. Mais 
l'activité de la petite tumeur ne tarde pas à se ralentir et sa 
résorplion s'effectue rapidement. Quatre à cinq semaines après 
l'inoculation virulente, elle a complètement disparu sans 
s'abcéder. Le seul symptôme qui persiste pendant un temps 
variable consiste dans uün peu de sensibilité de la région 
inoculée. 

Sur un des sujets malades (n° 43) réinfecté avec son propre 
pus, le nodule a apparu comme précédemment après une incu- 
bation irès courte, à évolué vers l’abcédation et s’est ouvert le 
50° jour. 

Un cheval neuf témoin, inoculé en deux points différents 
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avec à mème pus et à la même dose que les chevaux n° 7, 24, 
42, 43, 51, 52 a présenté, après une incubation de 14 jours, 
deux ue qui ont atteint en moins d’un mois le volume du 
poing et se sont abcédés le 35° Jour. 

Enfin un neuvième animal réinfecté avec du pus 81 jours 
après l'inoculation initiale a réagi comme un cheval neuf! 


VIII. — IMMUNITÉ PARASPÉCIFIQUE 


L'un de nous, avec la collaboration de Bridré et de Trouette, 
avait déjà tenté d'immuniser, avec des émulsions de levures 
non pathogènes, les chevaux d’une écurie infectée. 

Dans une écurie de 100 chevaux, parmi lesquels on comptait 
10 Ilymphangiteux, 46 animaux furent inoculés avec des cul- 
tures de levures de riz et de bière, et 46 autres furent conservés 
comme témoins. Vingt jours après, 3 témoins avaient contracté 
la lymphangite alors que les vaccinés restaient indemnes. Mal- 
heureusement tous furent ensuite dispersés et l'expérience ne 
put ètre poursuivie. 

Nous l'avons reprise dans les conditions suivantes : Un che- 
val fut traité tous les douze jours par des injections de doses 
croissantes de cultures de levures (Saccharomyces ellipsoi- 
deus) en milieu liquide (8 injections de 1 à 40 c.c.) Quinze jours 
après la dernière injection, il reçut 0 gr. 05 d’une culture de 
quatrième passage de cryptocoques. Après quarante-deux jours 
d'incubation, apparut dans la région inoculée une petite indu- 
ration qui alteignit, en un mois, le volume d’un noyau de 
cerise, devint fluctuante et s’abcéda. Le pus éliminé contenait 
de nombreux cryptocoques typiques. A la fin du deuxième mois 
qui suivit, une tuméfaction sous-cutanée se dessina immédia- 
tement au-dessous du nodule ulcéré, grossit et atteignit en 
moins d’un mois le volume du poing. Par la suite, elle évolua 
comme toutes les lésions localisées de Ia lymphangite. 

C'est simplement à titre d'indication que nous signalons cette 
expérience unique, dont la valeur peut encore être diminuée 
par ce fait, que les injections de levures ont été continuées 
pendant toute la durée de l’évolution du nodule. Nousen retien- 


(| 


irons seulement que la résistance à l'action des cryptocoques 
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conférée au cheval par des injections répétées de levures, est 
au moins ircertaine. Seule une lésion spécifique confère l’im- 
munité contre les réinfections exogènes. 


IX. — GUÉRISON 


La guérison spontanée de la Iymphangite épizootique se pro- 
duit quelquefois, particulièrement lorsque les lésions inté- 
ressent la face el l’encolure. Le plus souvent, la maladie non 
traitée s'étend progressivement et se généralise. 

La mort, qui survient après une évolution d’une durée très 
variable, résulte surtout des troubles provoqués par les pertes 
considérables de substance et de l’action toxique des microbes 
d'infection secondaire qui envahissent les plaies. L'action patho- 
gène des cryptocoques est limitée à la destruction des tissus, 
par ulcération et nécrose. Elle ne relentit à aucun moment sur 
la santé générale des malades qui se maintiennent en bon état 
et conservent une température normale. 

Quels que soient les moyens thérapeutiques employés, chi- 
miques ou biolcgiques, la guérison est d'autant plus rapide que 
la maladie est plus récente et que le tissu fibreux inflamma- 
toire est moins abondant dans les régions lésées. 

Le processus en est toujours identique : les cordes et les 
boutons deviennent moins douloureux, la suppuration diminue 
de jour en jour, les ulcères se comblent et se recouvrent d'un 
épiderme nouveau, Peu à peu, les indurations disparaissent et 
les seules traces de l'inflammation qui persistent sont des cica- 
trices plus ou moins étendues, accompagnées parfois, dans le 
cas de Iymphangite des membres, d’un léger éléphantiasis. 

La guérison progresse du foyer initial aux foyers éloignés, 
c'est-à-dire des lésions les plus anciennes aux lésions les plus 
récentes. Les ulcères des muqueuses, les abcès profonds et les 
nodules fibreux sous-cutanés persistent pendant plusieurs 
semaines après la cicatrisation complète des boutons et ulcères 
de la peau. On retrouve, au centre des foyers enkystés, un 
magma purulent très riche en cryptocoques, plusieurs mois 
après la guérison des lésions. superficielles. C'est à la présence 
des cryptocoques dans ces foyers, plutôt qu’à des réinoculations 
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d'origine externe, qu'il faut attribuer les rechutes tardives qui 
se produisent dans un certain nombre de cas. 

Lorsque la maladie évolue vers la guérison, on observe dans 
le pus des nodules, une diminution du nombre des cryploco- 
ques; en mème temps la proportion des parasites altérés, intra- 
ou extraleucocylaires augmente. Dans un tel pus ensementcé, 
quelques éléments seulement se développent sous la forme de 
crosses cellules rondes où de filaments mycéliens, et on n'ob- 
serve pas la formation de colonies visibles. La plupart des 
sermes qu'il contient sont morts ou ont subi des modifications 
telles que leur vitalité est considérablement réduite. Cette 
constatation permet dans une certaine mesure d'expliquer les 
échecs éprouvés par de nombreux expérimentalteurs au cours 
de leurs tentatives de culture du cryptocoque. 


B. — COMPARAISON ENTRE LES PROCESSUS 


D'INFECTION, DE SENSIBILISATION ET D IMMUNITÉ 
DANS LA LYMPHANGITE ÉPIZOOTIQUE ET DANS CERTAINES AFFECTIONS 


CHRONIQUES 


Le rôle aggravant des réinoculations expérimentales, la 
coexistence de l'immunité contre les réinfections exogènes et 
de la sensibilité aux infections endogènes ne sont pas parti- 
culiers à la lymphangite épizootique. Les mêmes phénomènes 
sont observés, quoique avec des modalités un peu différentes, 
dans un grand nombre d’affections mycosiques ou bacté- 
riennes chroniques. 


1. — L'INFECTION 


Au cours des précédents chapitres, nous avons montré que 
l'injection unique d'une culture de cryptocoques provoque 
l'apparition d'un nodule spécifique qui guérit après un temps 
plus ou moins long, sans se généraliser. Mais, sous l'influence 
des réinoculalions virulentes pratiquées moins de cinquante 
jours après l’inoculation initiale, la lésion locale progresse, se 
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généralise et la maladie expérimentale évolue dès lors comme 
la maladie naturelle. 

L'observation de ces faits est comparable aux observations de 
MM. Calmette et Guérin relatives à l'infection tuberculeuse 
expérimentale. « Les animaux maintenus en état d'isolement 
après une infection unique de moyenne intensité, réalisée arti- 
ficiellement par le tube digestif, guérissent presque toujours, 
ils cessent de réagir à la tuberculine après quelques semaines 
ou quelques mois. Au contraire, les bovidés auxquels on fait 
absorber plusieurs fois de suite, à quelques jours ou quelques 
semaines d'intervalle, des doses minimes (0 gr. 10) de bacilles 
virulents d'origine bovine, ne guérissent jamais. Ils prennent 
une tuberculose grave, à marche d'autant plus rapide que les 
réinfections sont plus fréquentes. » 

La lymphangite épizootique résulte d’inoculalions répé- 
tées dans un court délai. Des analogies évidentes permettent. 
d'étendre cette opinion à nombre d'affections micropiennes 
chroniques dont l’étiogénie reste obscure : à certaines mycoses, 
l'actinomycose bovine en particulier et peut-être à la lèpre. 

Il résulte encore de nos expériences, que le rôle aggravant 
n'est pas limité aux réinoculations des seuls nes spécCi- 
fiques. L'extension de la Ilymphangite et sa généralisation sont 

également obtenues par injection à des lymphangiteux d’émal- 
sions de levures non pathogènes etde bacilles de Preisz-Nocard. 

L'évolution et la gravité de la maladie naturelle dépendent 
donc non seulement des infections spécifiques répétées, mais 
encore des infections secondaires et aussi, sans doute, d'autres 
« causes favorisantes » dont l'intervention a été successivement 
admise, puis niée, malgré l'expérience décisive de Pasteur sur 
l'influence du refroidissement dans l'infection charbonneuse de 
la poule, etenfin, de nouveau admise. 


A. COMPARAISON DES RÉACTIONS FOCALES. — Les réactions 
focales dont l'intensité est variable, sont le signe d’une aggra- 
valion passagère ou définitive de la maladie. 

L'infection et la guérison de la lymphangile sont caractéri- 
sées par l'alternance d'une série de phases dites positives et 
négatives qui se succèdent à intervalles plus ou moins longs. 
Dans l'infection, les phases négatives, qui représentent la 
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réaction focale, sont de plus en plus intenses et durables. Les 
phases positives correspondent, au contraire, à une phase de 
résoiution ; elles deviennent prédominantes quand la maladie 
évolue vers la guérison. 

La possibilité du réveil d’une infection latente (charbon sym- 
ptomatique, rouget) par l'inoculation d'un virus’ même atténué a 
été signalée en 1902 par Leclainche et Vallée lorsqu'ils démon- 
trèrent que l'inoculation vaccinale est « l’occasion qui permet 
l'invasion et l’évolution microbiennes ». 

De même, chez les tuberculeux, l'injection d'une dose forte 
d'antigène sous la forme de tuberculine est suivie d’une réac- 
lion focale (anaphylaxie en foyers de Courmont) si intense que 
les premiers essais de traitement tuberculinique aboutirent à 
des résultats déplorables. 

Tous les phénomènes consécutifs aux réinoculations de 
germes vivants ou de corps microbiens ont été analysés avec 
une précision absolue par M. M. Nicolle dans son mémoire 
sur la morve expérimentale du cobaye. 

L'injection, sous la peau d’un cobaye, de bacilles morveux 
morts détermine la formation d'une lésion locale. Si avant la 
guérison de cette lésion, on réinocule des bacilles morveux 
tués, le premier nodule devient le siège « réaction à distance » 
qui se termine loujours par résorption. 

Sur un’cobaye guéri d’un abcès d’inoculation virulente, mais 
encore porteur d’un petit ganglion inguinal où se maintiennent 
des bacilles morveux vivants, inactifs, la réimjection de bacilles 
morveux lués provoque la multiplication du virus intragan- 
glionnaire et, dans certains cas, sa généralisation. 

M. M. Nicolle suppose que le nodule contient un excès d’an- 
{icorps spécifiques et que ces anticorps réagissent au « passage 
des substances bacillaires venues du point de la seconde inJec- 
tion ». 

Nous admellons que, dans la lymphangite’ épizootique au 
moins, la réaction à distance consécutive aux réinoculations de 
virus est due à la destruction d’une partie des parasiles dans 
les foyers et à la diffusion des substances toxiques qu'ils ren- 
ferment.’ 

La lyse des microbes et la désintégration de leur contenu 
résulleraient autant d'une modification physico-chimique des 
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humeurs et du protoplasma des leucocytes que de l'hyperleu- 
cocytose et d’une stimulation du pouvoir phagocytaire. 

A la suite de cette mycolyse, deux phénomènes peuvent se 
produire sous l'influence de la réintroduction d’antigène dans 
les organismes malades : 

Tantôt les cryptocoques échappés à la destruction au cours de 
la réaction focale s'adaptent aux nouvelles conditions du milieu 
qui les entoure, se multiplient et étendent les lésions. La ma- 
ladie s'aggrave et la mobilisation des leucocytes parasités pro- 
voque la formation de nouveaux foyers. 

Tantôt, au contraire, la vitalité des germes reste affaiblie ; 
leur multiplication est moins active, la destruction phagocy- 
taire n’est plus compensée par une prolifération accrue. Peu à 
peu, le nombre des parasites diminue dans les lésions et la 
maladie progresse vers la guérison. | 

La réaction focale n’est pas, nous l’avons vu, un phénomène 
étroitement lié à la spécificité et à la virulence de l’antigène 
réinjecté. L'inoculation de microbes divers la provoque égale- 
ment, quoique avec une intensité moindre. M. M. Nicolle a fait 
en 1906 des constatalions identiques et a montré l'influence 
mutuelle des microbes de la maladie du nez et de la morve, 
chez le cobaye. L'administration de germes morveux, vivants 
ou morts, peut « faire sortir » le pseudo-pneumocoque hors des 
lésions latentes qu'il a déterminées, ou bien des surfaces mu- 
queuses où 1l vit en saprophyte. 


B. COMPARAISON DE L'ACTION FOCALE DES SÉRUMS SPÉCIFIQUES. — 
L'effet immédiat des injections sous-cutanées ou intraveineuses 
de sérum anticryptococcique à des Iymphangiteux consiste 
dans une vive réaction inflammaloire au niveau des lésions 
(réaction focale) : fonte et ulcération rapide des nodules, exagé- 
ration de la suppuration. Un sérum antilevure provoque des 
réactions de nature identique, mais beaucoup moins intenses. 

Nous avons déjà comparé ces phénomènes avec ceux que 
Laverde et Carrasquilla ont décrits au cours du traitement de 
la lèpre par des injections de sérum spécifique, puis Metch- 
nikoff et Besredka qui substituèrent, dans le traitement de 
cette maladie, un sérum hémo et leucotoxique au sérum anti- 
lépreux. 
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Dans son étude sur le phénomène d'Arthus, M. M. Nicolle à 
observé le réveil et le développement d'une affection latente ou 
virtuelle au cours du traitement sérique. 

Le sérum polyvalent de MM. Leclainche et Vallée, administré 
par la voie sous-cutanée, présente celte propriété remarquable 
de provoquer chez les porteurs de plaies, des manifestations 
aiguës qui s'étendent au voisinage immédiat des lésions, 
et la formalion au niveau des cicatrices, mêmes anciennes, 
d'abcès traduisant « un réveil de l'infection en apparence 
éteinte... Il en résulte un élargissement des fistules, puis une 
élimination des corps étrangers ». La suppuration se tarit bientôt 
et la guérison des lésions, favorisée par cette mobilisation des 
esquilles et des débris qui s'y trouvaient séquestrés, progresse 
rapidement. | 

M. Jousset a signalé qu'après chaque injeelion de sérum 
antituberculeux à des tubereuleux se produit une « réaction de 
foyer » caractérisée par une aggravation apparente des symp- 
tomes. Il s'agit donc d'un phénomène d'ordre général, fonction 
du traitement sérique par sa nature et des qualités spécifiques 
des sérums par son importance. 


C. COMPARAISON DE L'ACTION FOCALE DES MÉDICAMENTS CHIMIQUES. — 
Il est non moins intéressant de comparer les réactions focales 
que provoquent, chez les malades, les injections de sérums et 
d'antigènes avec celles qui apparaissent au cours du traitement 
médicamenteux de la lymphangite épizootique, à la suite des 
injections intraveineuses de salvarsan. 

Ce ne sont point là encore des fails anormaux et Hmitést à une 
seule affection. MM. Marchoux et Bourret ont observé, chez les 
lépreux traités par l’iodure de potassium, l'inflammation subite 
de nodules lorpides et l'apparition de suppurations « même 
dans des régions où-l'infiltration lépreuse était masquée ». Des 
injections de nastine déterminent une réaction identique dans 
les lépromes, en mème temps qu'une réaction générale. 


Ainsi, un très grand nombre de substances, depuis les 
substances minérales médicamenteuses jusqu’au sérum et à 
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l'antigène spécifiques, peuvent provoquer, chez les Iymphangi- 
eux, une réaction focale caractérisée par une exsudation œdé- 
mateuse et un afflux leucocytaire suivis de nécrose et de 
suppuration. 

Quel que soit le produit injecté, le phénomène est identique 
dans sa nature; il ne varie que dans sa précocité, son intensité 
et sa durée. Il semble bien traduire, comme le supposaient 
Metchnikoff et Besredka, une réaction phagocytaire tempo- 
raire et le plus souvent incomplète, à laquelle s'ajoutent 
une mycolyse accrue et, secondairement, une diffusion plus 
rapide el plus massive des toxines protoplasmiques micro- 
biennes. | 


I. — SENSIBILISATION 


Dans la sensibilisation des lymphangiteux, il existe deux 
faits distincts : 

1° Les réactions locales consécutives aux réinjections de virus 
mort sont de plus en plus intenses et précoces. 

Ces réactions correspondent au phénomène d'Arthus (œdème, 
exsudation, puis nécrose), aux réactions observées par M. Borrel 
à la suite de la réinjection à des lapins de bacilles tuberculeux 
morts, aux réactions locales à la tuberculine et au phénomène 
de Koch. Elles peuvent donc être assimilées aux phénomènes 
d'anaphylaxie locale provoquée par les injections de protéines 
microbiennes. 

2° L'incubation des nodules de réinfection est de plus en plus 
courte. 

Une telle diminution de la période d'incubation a été rare- 
ment signalée dans l'étude expérimentale des maladies chro- 
niques. Toutefois, M. Ch. Nicolle l'a parfaitement mise en évi- 
dence dans la lèpre. Les lépromes secondaires, consécutifs aux 
réinoculations, apparaissent, comme les nodules cryptococ- 
ciques, après une période d’incubation d'autant plus courte que 
les réinoculations ont été pratiquées plus longtemps après la 
première. De 62 à 68 jours après l’inoculation initiale, cette 
période s'abaisse à 43 jours après la deuxième, à 6 Jours après 
la troisième. | 
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III. — IMMUNITÉ 


Après une période d'hypersensibilité, au cours de laquelle l'in- 
cubation des nodules de réinfection est considérablement dimi- 
nuée, les animaux lymphangiteux se montrent de plus en plus 
réfractaires aux réinoculations de cultures virulentes ou de pus 
spécifique. Pourtant, l'organisme qui présente cette résistance 
aux réinfections exogènes, cette aptitude à résorber les microbes 
inoculés, reste sensible aux parasites qu'il héberge. Non seule- 
ment les lésions initiales persistent et progressent, mais les 
cryplocoques qui s'y mulliplient peuvent, sous certaines 
influences que nous avons indiquées, être mobilisés, se fixer 
ensuite dans les régions les plus diverses et provoquer l’édilica- 
lion rapide de nouveaux nodules. 

Ces deux faits contradictoires cœxistent également dans la 
tuberculose où, d'après MM. Calmette et Guérin, « les réino- 
culalions de bacilles effectuées par les voies sous-culanées et 
intraveineuses, et les réinfections par les voies digestives chez 
les animaux infectés ne réussissent pas à créer de nouvelles 
lésions évolutives, mais provoquent au contraire, des réactions 
plus ou moins violentes allant jusqu'à la formation très rapide 
d’abcès ». | 

Dans la syphilis on admet, d’une manière générale, que les 
réinoculations ne donnent aucun résultat lorsqu'elles sont pra- 
tiquées sur des malades, 12 jours après l'apparition du chancre. 
La sensibilité aux réinfections endogènes n'en persiste pas 
moins pendant toute la durée de la maladie. 

Nocard avait déjà constaté que sur les chevaux morveux, 
l’'auto-inoculation‘de virus est suivie parfois d’un chancre carac- 
téristique. « Parfois, au contraire, après s'être entourées d’une 
induration assez considérable, les ulcérations prennent tout à 
coup une marche régressive el finissent par se cicatriser. » 
Souvent même, l’inoculalion reste sans effet. 

Il nous ‘parait prématuré d'ébaucher actuellement l’explica- 
uon de ces phénomènes qui dominent non seulement l’histoire 
de Ta Tÿmphangite épizoolique, mais encore celle de la plupart 
des maladies infectieuses chroniques. 
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Nous nous bornerons à insister sur ce point, que la résis- 
tance des lissus intéressés est conditionnée par le mode de 
l'infection. Presque absolue chez les malades à l'égard du virus 
inoculé du dehors en dedans ou par la voie endoveineuse, 
elle est nulle à l'égard des parasites qu'ils hébergent et qui, au 
cours de leur dissémination, pénètrent dans le derme par sa 
face profonde. 

Le fait ultime de l’immunité, consistant à la fois dans une 
modification physico-chimique des humeurs et des plasmas 
cellulaires et dans la lyse des parasites qui en résulte, le pro- 
blème qui se pose, en l'espèce, se limite à déterminer comment 
la destruction microbienne locale, dans des circonstances en 
apparence semblables et sur un mème sujet, active et efficace 
dans un cas, est impuissante dans l’autre (réinfections endo- 
gènes). 

Les conditions générales étant identiques, c'est à l'examen 
des condilions locales de l'infection que les recherches doivent 
s'appliquer : d’une part, aux germes virulents dont le nombre, 
la masse, les caractères physiques, la vitalité, le mode d’agglo- 
mération, diffèrent suivant leur origine, à l'association en pro- 
portion variable, aux éléments vivants, d'éléments morts ou 
affaiblis, aux altérations de la paroi des microbes dont la per- 
méabilité plus grande favorise une diffusion accélérée du contenu 
toxique; d'autre part à l'organisme, aux conditions anatomiques, 
aux réaclions qu'entraine le traumatisme de l’inoculation expé- 
rimentale, à la formule leucocytaire des foyers, au siège des 
microbes introduits de l'extérieur ou apportés par les vaisseaux 
lymphatiques et sanguins, et surtout au mode de transport 


par la lymphe et le sang des parasites inclus dans des leuco- 
cyles vivants. 


CONCLUSION 


Le processus de linfection cryptococcique présente les plus 
grandes analogies avec le processus de l'infection tuberculeuse 
décrit par MM. Calmette et Guérin. 

L'inoculation unique d’une émulsion de cultures de crypto- 
coques ou de pus provoque l'édification d’un nodule spécifique 
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qui grossit el s'ulcère, puis guérit, après un temps plus ou 
moins long, sans se généraliser. 

L'extension et la généralisalion de la maladie sont condi- 
tionnées par les réinfections successives. Le rôle aggravant des 
réinoculations est d'autant plus important qu’elles sont prati- 
quées plus tôt après la première inoculalion, à intervalles plus 
courts el à doses plus fortes. 

L'immunité s'établit progressivement au cours de la maladie. 
Cinquante jours après l’inoculalion iniliale, la résistance e$t telle 
qu'une réinoculation virulente est généralement sans effet. 

Dans la période qui précède l'établissement de celte immu- 
nilé,les malades sont hypersensibles aux réinfections exo- 
gènes. L'incubation des nodules de réinfection est d'autant 
plus courte, leur évolution est d'autant plus rapide et leur gra- 
vité moindre qu'ils résultent d'une réinoculation plus tardive. 

Même lorsque leur résistance aux réinfections d’origine 
externe est complète les Iymphangiteux restent, pendant toute 
la durée de leur maladie, sensibles aux réinfections endegènes. 

Enfin ces animaux présentent à l'égard des cryptocoques 
morts, réinjectés par voie sous cutanée, une intolérance crois- 
sanie qui se traduit par des réactions locales et focales de plus 
en plus intenses et par la formation de plus en plus précoce 
d'abcès stériles. | 


C'est à la bienveillance de M. le vétérinaire inspecteur Fray 
et de M. le professeur Vallée que nous devons d'avoir pu réa- 
liser toutes les expériences rapportées dans ce mémoire. Nous 
les prions de vouloir bien agréer l'expression de notre affec- 
tueuse reconnaissance. 

Nous sommes heureux d'adresser nos vifs remerciements à 
tous ceux qui, en accomplissant avec un absolu dévouement 
une tâche matérielle lourde, nous ont prêté un concours 
précieux. 
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LA LUTTE 
CONTRE LA DIPHTÉRIE DANS LE LUXEMBOURG BELGE 


DÜ DIAGNOSTIC DE LA DIPHTÉRIE 
PAR L'EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT 


partie Del FAROMENS 


Inspecteur d'hygiène du Gouvernement, 
Secrétaire de la Commission médicale provinciale. 


Les laboratoires chargés du diagnostic bactériologique de 
la diphtérie effectuent invariablement un ensemencement 
sur sérum coagulé et parfois un frottis direct sur lamelle porte- 
objets avec les sécrétions pharyngées. Le lube ensemencé est 
porté à l’étuve pour être examiné le lendemain et le frottis sur 
lamelle est coloré et, séance tenante, examiné à l’immersion. 

Tous les bactériologistes sont d'accord pour déclarer que 
l'examen direct n’est positif qu'environ deux fois sur dix, tandis 
que la culture est affirmative pour ainsi dire dix fois sur dix. 
C’est pourquoi tous déclarent, et nous sommes aussi de cet avis, 
que l’ensemencement est supérieur à l'examen microscopique 
pour diagnostiquer la diphtérie. 

Mais comment peut-il se faire que, quatre-vingts fois sur 
cent, l'examen direct ne révèle la présence d'aucun bacille de 
Lœæffler, alors que la culture donne de grandes quantités de 
colonies? Certes, nous comprenons que quelques rares bacilles 
passent Imaperçus dans une préparation microscopique, tandis 
qu'ils suffisent pour ensemencer un tube de sérum sur lequel ils 
se multiplient à merveille. 

Il nous paraît cependant invraisemblable que dans des gorges 
diphtéritiques quatre-vingts échantillonnages ne recueillent 
jamais que quelques rares bacilles. On n’objectera pas que l’en- 
semencement les a tous enlevés, car une seconde culture faite 
après le frottis est encore généralement très riche. 
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Il doit y avoir d'autres raisons pour expliquer celte grande 
discordance entre l'examen direct et la culture. Ou bien Îles 
bacilles de Lœffler sont agelutinés à d’autres microbes, sont 
enveloppés de petits flocons de mucus, ou sont cachés par des 
matières étrangères telles que les poussières et le colorant ne 
les décèle pas. Ou bien ils sont desséchés sur l'ouate du tampon 
qui a servi à l’écouvillonnage, y adhèrent fortement, voire 
même plus fortement que les autres microbes, et s'en déta- 
chent plus difficilement sur le verre de la lamelle que sur le 
sérum de la culture. En un mot, pourquoi ne relrouve-t-on pas 
à l'examen direct des bacilles qui existent certainement sur 
l’'écouvillon ayant servi à faire la préparation ? 

Telle est la question qui nous a longtemps poursuivi. Sans 
doute,elle est sans importance pour le bactériologiste qui attend 
avec assurance le résultat de la culture, mais elle est capitale 
pour l'hygiéniste qui ne saurait intervenir trop tôt, et ne 
manque pas d'utilité pour le médecin qui sait combien il est 
avantageux d'injecter hâtivement des doses suffisantes de 
sérum. 

Nous savons en effet : 4) qu'au poiut de vue de la contagion 
de la diphtérie les contacts précoces sont de beaucoup les plus 
dangereux ; b) que les contacts rapides, momentanés, suffisent 
aux porteurs de germes aigus pour transmettre le bacille et 
répandre la maladie (1). 

Nous savons également que les paralysies post-diphtéri- 
tiques, mortelies quand elles portent sur le cœur, sont d'autant 
plus rares et moins dangereuses que des doses massives de 
sérum ontété inoculées plus au début de la maladie. 

C'est pourquoi nous avons envisagé la possibilité de poser 
d'une facon moins inconstante le diagnostic de la diphtérie par 
l'examen microscopique direct. 

Nous avons à ce sujet entrepris une longue série d'essais 
-qu'il serait inutile et fastidieux de rappeler. Il nous suffira de 
détailler le procédé auquel nous nous sommes arrêté, d'indiquer 
les causes qui pourraient induire en erreur et de résumer les 
résultals que nous avons obtenus. 


(1) D" Lowry, La lulte contre la diphtérie dans le Luxembourg belge. 
Revue d'hyjiène et de police sanitaire, 1. XXXVI, n°s 8-9-10, 20 Août, Septembre, 
Octobre 1914, pp. 820-830. 


DIAGNOSTIC DE LA DIPHTÉRIE PAR L'EXAMEN DIRECT 745 


EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT 


Pour l’ensemencement sur sérum coagulé, nous avons soin 
de choisir un tube dont le fond contient environ un demi-cent. 
cube d’eau de sérum. 11 importe que le tampon absorbe le 
liquide et s'en imbibe complètement. Nous avions remarqué 
avec M. le D' Albert Dubois, assistant à l’Institut provincial de 
bactériologie de Liége, que les envois dont 
l'écouvillon est plongé dans le flacon du 
sérum injecté et dont l’ouate cst humide 
sont ceux qui donnent les plus nombreux 
résultats positifs à l'examen diréct. 

Le tube ensemencé étant déposé à 
l'étuve, nous plaçons le tampon sur une 
lamelle porte-objets et nous ly laissons 
une ou deux minutes pour que l’eau de 
sérum pénètre davantage l'ouate, l'im- 
prègne à fond et en détache le plus pos- 
sible de microbes. Puis, nous servant de 
pinces spéciales (voy. fig. 1) ou du pouce 
et de l'index (quitte à se désinfecter immé- 
diatement après), nous exprimons soigneu- 
sement le liquide hors de l’écouvillon en 
le faisant égoutter sur deux lamelles porte- 
objets. 

On peut alors établir une distinction qui 
a sa valeur. Quand le liquide retiré est ù 
clair, on peut déjà présumer qu'il ne s’agit Fi. 1. 
pas de diphtérie; mais quand le liquide 
est louche, trouble, chargé de microbes, c’est un signe que 
l'on à aflaire à une angine plus grave et qu'il peut être ques- 
tion de croup. 

Nous étendons légèrement Le liquide sur chacune des deux 
lamelles au moyen de l’anse de platine que nous agitons cireu- 
lairement de manière à dissocier le plus possible les petits amas 
et les flocons de mucus. Nous séchons et nous fixons à la flamme. 
Nous colorons une préparation au bleu de méthylène suivant 
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la méthode d'Ernst-Neisser indiquée à la page 414 de la 
Technique Microbiologique de Besson, et légèrement modifiée 
comme suit : 

Plonger la préparation 20 minutes au moïns dans : bleu de 
méthylène, 1 gramme ; alcool à 96°, 20 cent. cubes; eau distil- 
lée, 950 cent. cubes; acide acétique cristallisable : 50 cent. 
cubes. Laver à l'eau, sécher au buvard et passer un instant 
(jusqu'à décoloration) dans : vésuvine, 1 gramme ; eau distillée 
50 grammes. Laver, sécher et examiner. 


De toutes les colorations que nous avons expérimentées, ce 


Fire: 2. Fic. 3. 
a) Bacilles diphtériques colorés à la  a)Pseudo-diphtérie courte; b) Pseudo- 
méthode d'Ernst-Neisser. diphtérie longue. 


procédé est le meilleur pour éclaircir la préparation, ce qui est 
nécessaire, et le plus sûr pour faire apparaître les grains de 
Neisser, ce qui est indispensable. Le seul reproche qu’on puisse 
lui adresser est qu’il ne montre guère Les contours des micro- 
organismes, inconvénient auquel on remédie en rétrécissant 
l'iris eten se servant du miroir concave. 

Avec un peu d'habitude, on reconnaît sans difficulté dans le 
fouillis de la flore pharyngée les germes de la diphtérie aux 
caractéristiques suivantes : ils sont fins, ténus ; ils mesurent 
de 0,5 à 1 micron de large et de 3 microns à 8 microns de long. 
Ils sont ordinairement droits et parfois légèrement incurvés 
comme le ressort d'un binocle. On leur distingue une mem- 
brane et des grains dits de Neisser. La membrane est très peu 
colorée et mise au point produit l'effet de deux lignes brunes 
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très minces et toujours parallèles. Les grains, éléments essentiels 
du diagnostic, sont ordinairement ronds et parfois ovoïdes. Ils 
sont volumineux en ce sens qu'ils mesurent de 0 mm. 7 à { mm. 2 
de diamètre. Ils débordent donc presque toujours la membrane. 
Ils sont intensément colorés au bleu et apparaissent nettement. 
On les voit ordinairement au nombre de deux ou de trois, rare- 
ment plus, régulièrement disposés et régulièrement distances. 
Les bouts du bätonnet sont toujours terminés par un grain. 

Quand on en remarque trois à un bacille, le diagnostic de 
diphtérie est pour ainsi dire assuré. Alors le bacille est long, 
rectiligne et parfois brisé à angle régulier sur le grain médian. 
Une fois familiarisé avec cet examen (voy. fig. 2), on retrouve 
aussi aisément le bacille de Læffler dans les sécrétions pharyn- 
gées que le bacille de Koch dans les crachats. 

Chaque fois que l’on n’a pas découvert de bacilles de Lœf- 
fler, l'on colore la seconde préparation au liquide de Roux pour 
s'assurer si l’on ne se trouve pas en présence d’une diphtérie 
sans grain de Neisser (le liquide de Roux fait très bien ressortir 
les corps bacillaires) ou en présence d'une angine de Vincent. 
Ces deux colorations, Ernst-Neisser, puis Roux, peuvent aussi 
s'opérer sur la même préparation. 

Dans le doute, l'on s’abstient et l’on attend la culture du len- 
demain. 


CAUSES D'ERREUR 


Le diagnostic du bacille de la diphtérie à l’examen direct 
reposant avant tout sur les grains de Neisser, quelques causes 
d'erreur peuvent se produire du fait que d'autres microorga- 
nismes présentent aussi des corpuscules mélachromatiques 
assez semblables aux granulations signalées par le D" Neisser. 
Alors on est exposé à déclarer de la diphtérie là où il n'y en a 
pas. Puis, le contraire peut arriver, c'est-à-dire que dans cer- 
taines circonstances l'on peut ne pas reconnaître la diphtérie 
parce que les grains de Neisser font parfois momentanément 
défaut. 

Les cas où l’on serait amené à déclarer de la diphtérie [à où 
il n'y en a pas ne sont pas fréquents, encore devons-nous signa- 
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ler le bacille de la pseudo-diphtérie,puis un grand bacille sapro- 
phyte et un champignon. 

lo Le bacille pseudo-diphtérique, autrement dit bacille de 
Hoffmann, est ordinairement court ou moyen et parfois long. 

a) Quand il est court ou moyen, le diagnostic différentiel est 
facile. Les bacilles sont plus petits; les deux lignes de la mem- 
brane ne sont pas parfaitement parallèles, mais légèrement 
convexes en dehors de manière à former un ovoïde. Les grains 
sont plus petits, plus rapprochés et toujours au nombre de deux 
(voy. fig. 3, a.) 

b) Quand le bacille de Hoffmann est long, c'est-à-dire en 
involulion, ce qui arrive, quoique rarement, dans certaines 
gorges enflammées, il y a possibilité de le confondre avec le 
vrai bacille diphtérique. Cependant, généralement le bacille 
est plus large et les grains sont irréguliers dans leurs volumes. 
Dans ce cas, il est utile de recourir à la seconde préparation et 
de la colorer au liquide de Roux (1). Cette coloration fait 
mieux apparaitre les formes du bacille et l’on reconnait le 
bacille de Hoffmann en involution à son aspect craquelé, fendillé 
transversalement, 

Notons que l'examen de la première culture, le lendemain, 
laissera persister le même doute. Ajoutons que pour les uni- 
cistes, c'est-à-dire ceux qui ne font aucune distinction entre le 
bacille de Lœffler et le bacille de Hoffmann, cette cause d’er- 
reur n'existe pas et point n'est besoin de pousser l’investiga- 
tion plus loin (voy. fig. 3, 4.) 

2° a) Le grand bacille saprophyte à corpuseules métachro- 
matiques qui se rencontre dans la gorge etqui pourrait donner 
l'illusion du bacille de Læffler long s’en distingue cependant 
aisément quand on l’examine attentivement. Il est souvent 
plus large et plus long. Sa membrane est souvent colorée uni- 
formément en brun dans toute l'épaisseur du bâtennet. Ses 
deux grains sont souvent très petits eten forme de calotte. 

b) Parfois on rencontre aussi un mycélium de champignon. 
Ses grains sont ordinairement plus nombreux, mais irrégulière- 
ment distribués et dislancés, très petits et toujours fort débor- 


l} Liquide de Roux : violet dahlia 1 gr., alcool 10 gr., eau distillée 90 gr., 
avec vert de méthyle 1 gr., alcool 10 gr., eau distillée 90 gr. 
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dés par la membrane. Il arrive même que ceux des extré- 
mités ne terminent pas le bâtonnet mais sont dépassés par un 
bout de membrane. Ajoutons que le mycélium est ordinaire- 
ment plus large, plus long el parfois uniformément coloré en 
brun comme le grand bacille saprophyte auquel il ressemble 
plus qu'à la diphtérie (voy. fig. 4.) 

Voilà pour les cas où l’on pourrait déclarer de la diphtérie 
alors qu'il n'y en a pas. Les inconvénients résultant de celte 
erreur de diagnostic ne seraient pas graves.Ils ne consisteraient 
pas à faire injecter du sérum inutilement puisque le praticien 
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FIG. 4. F1G: 5: 


a) Bacille saprophyte; b) Mycélium a) Bacilles diphtériques (en groupes). 
de champignon. 


l'a injecté avant de demander l'analyse, mais ils se réduiraient 
à faire prendre sans nécessité les premières mesures prophy- 
lactiques telles que l'isolement du malade, la recherche des 
porteurs de germes parmi les personnes en contact avec lui, etc. 
Mais, on n'en arriverait pas jusqu à la désinfection, car les exa- 
mens subséquents de la culture et la recherche des porteurs de 
germes corrigeraient l'erreur. 

11 nous reste à voir les cas où l’on pourrait ne pas reconnaitre 
la diphtérie 1à où elle existe. Sous ce rapport, nous élablissons 
encore une distinction : 1° Tantôt les bacilles de Lœæffler sont 
nombreux et se présentent en groupes ; 2 {tantôt ils sont rares 
et ne se rencontrent qu'isolément, 

1° Quand ils sont nombreux, rien n’est plus aisé que de 
poser le diagnostic de diphtlérie. Les paquets de bacilles avec 


120 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


leurs grains donnent à la préparation un aspect tout particulier 
qui ne saurait passer inaperçu (voy. fig. 5). 

Il arrive cependant de temps à autre que les bacilles sont 
nombreux dans le frottis direct et qu'il est impossible de poser 
le diagnostic à l'examen microscopique par la méthode d'Ernst- 
Neisser. C'est quand on a affaire à une diphtérie qui à ce 
moment ne donne pas de grains de Neisser. Cela ne nous est 
encore arrivé que pour les diphtéries peu viruientes, donc des 
diphtéries pour lesquelles le retard d'un jour dans l'application 
des mesures prophylactiques court le moins de risque d'occa- 
sionner des catastrophes. Et alors la seconde préparation, 
colorée au liquide de Roux, peut encore parfois faire recon- 
naître les bacilles de Leæffler. 

2° Quand les bacilles de Lœæffler sont rares et isolés, il faut 
assurément chercher plus longtemps et s'appesantir davantage 
sur les particularités qui les caractérisent (voy. fig. 2). 

Nous avons plus d’une fois remarqué que sur les bords de 
la préparation il est souvent plus facile de retrouver des 
bacilles avec leurs grains. Quand nous en avons découvert 
quatre ou cinq, nettement caractéristiques, nous n'hésitons 
pas à répondre affirmativement. Et quand dans trois ou quatre 
endroits différents nous avons cherché aussi longtemps que 
s'il s'agissait de luberculose dans un crachat et que nous 
n'avons rien découvert, nous abandonnons la préparation et 
nous attendons la culture du lendemain avant de donner la 
réponse au médecin. 


UN RELEVÉ DES RÉSULTATS OBTENUS 


Maintenant que nous avons l'habitude de fouiller une préva- 
ration de sécrétions de la gorge colorées à la méthode d’'Ernst- 


a 


Neisser, nous méconnaissons peu de diphtéries à l'examen 
direct et nous n'en déclarons pas là où il n’y en a pas. Ce pro- 
cédé de diagnostic est réellement pratique. 

Nous avons même été étonné d'ètre quelquefois mieux ren- 
seigné par la préparalion microscopique directe que par la 
culture. Voiei comment: A lrois reprises différentes, pour la 
même épidémie dans la même localité, la culture nous a donné 
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de la diphtérie moyenne mélangée à de nombreux bacilles de 
Hoffmann courts et moyens, alors qu'à l'examen direct nous 
avions parfaitement reconnu des bacilles de Lœffler longs avec 
grains de Neisser. L'examen de la culture nous faissant des 
doutes alors qu'à la lecture de la préparation directe nous 
avions répondu : « Bacille diphtérique, variété longue », nous 
demeurions perplexes. C'est pourquoi portant notre attention de 
ce côté, nous avons, sans difficulté, reconnu que nous nous 
trouvions bel et bien en présence de bacilles de la diphtérie 
longs, devenus moyens sur premier ensemencement. 

Deux autres fois, nous avons même reconnu à l'examen 
direct des bacilles diphtériques longs, alors que la culture fut 
négative, c'est-à-dire si chargée de staphylocoques qu'il nous 
fut impossible d'y retrouver le germe de la diphtérie. Cepen- 
dant, les symptômes cliniques et des prélèvements subséquents 
de sécrétions pharyngées démontrèrent que le bacille de Lœf- 
fler existait. 

Pour préciser nous donnons un relevé exact de nos résultats 
comprenant nos cent derniers examens. 

Sur ces 100 cas nous avons trouvé : 

65 lois le bacille de La diphtérie ; 

35 fois d’autres microorganismes que le bacille de la diphté- 
rie. 

Sur ces 35 examens négatifs nous avons reconnu : 

1 fois des spirilles et des bacilles de Vincent ; 

2 fois des pneumocoques en abondance ; 

13 fois des streptocoques en quantité ; 

1 fois des streptocoques avec des pneumocoques ; 

12 fois des coques et des bacilles saprophytes. 

Sur ces 100 cas, la culture a été 78 fois positive, donc 12 fois 
de plus que l'examen microscopique. Il en résulte que nous 
avons méconnu la diphtérie 12 fois sur 78, ce qui nous donne 
la proportion de 15 p.100. On avouera que 15 p.100 constituent 
. une proportion sensiblement inférieure à 80 p. 100, c'est-à-dire 
à la proportion dans laquelle on méconnaissait généralement 
la diphtérie à l'examen direct. 

Nous donnons l'assurance à ceux qui voudront faire comme 
nous, qu'après l'entraînement nécessaire ils obtiendront des 
stalistiques plus belles encore. 
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Pour notre part, nous avons atteint le but que nous visions. 
Maintenant, plus de 85 fois p. 100 (au lieu de 20 fois p. 100 
comme autrefois), une demi-heure après avoir reçu les sécré- 
tions pharyngées, un télégramme ou un message téléphoné 
annonce au médecin traitant qu'il s'agit de diphtérie. Souvent 
il est arrivé que le praticien se trouvait ainsi à même de prendre 
les mesures de prophylaxie le jour de la demande d'analyse. Et, 
quelle que soit la nature du cas qui puisse profiter de la rapi- 
dité du diagnostic pour l'examen direct, si nous parvenons à 
sauver, ne serait-ce qu'une existence, notre récompense sera 
grande à la pensée d'avoir fait Le bien. 


CONCLUSIONS 


En résumé, nous concluons, qu'au double point de vue théra- 
peutique et hygiénique il importe de donner toute son attention 
à l'examen microscopique des frottis directs effectués avec les 
sécrétions pharyngées. 

1° Seul il permet le diagnostic de l’angine de Vincent. 

2° Autant que la culture sur sérum il facilite le diagnostic 
des associalions dues aux streptocoques et aux pneumocoques. 

3° Plus: de 85 fois sur cent, en cas de diphtérie, il fait gagner 
une journée du temps le plus précieux pour l'application des 
mesures de prophylaxie, sinon pour l'injection de sérum. 

4° Ordinairement, quand l'examen microscopique est négatif 
et en opposition avec l’ensemencement positif, il fait présumer 
une diphtérie peu virulente. 

5° Parfois il est mème plus décisif que la culture ordinaire 
pour découvrir certaines diphtéries à colonies rares mélangées 
à d’autres microbes de la gorge dont le développement a été 
abondant. 


SUR L'ACTION DIFFÉRENTE 
DE LA CHOLESTÉRINE ET DU SÉRUM ANTITÉTANIQUE 
DANS L'EMPOISONNEMENT PAR LA STRYCHNINE 


par 
le Professeur G. TIZZONI, le Professeur G. PERRUCCI, 
Médecin-major de {re classe. Aide-major de 1'e classe, vétérinaire. 


(Institut de Pathologie générale de l'Université royale de Bologne.) 


L'un de nous (Tizzoni) a démontré, dans des travaux précé- 
dents (1), qu'il n’y a pas toujours une correspondance parfaite 
entre le pouvoir antitoxique du sérum antitétanique et son 
pouvoir immunisant et curatil, et que, voire même, ces deux 
termes sont parfois, eutre eux, en contradiction manifeste. 

Il a été établi, par contre, qu'il existe un rapport constant 
entre le pouvoir immunisant et curatif du même sérum expé- 
rimenté contre la toxine du tétanos et le pouvoir antistrych- 
nique correspondant, déterminé par la méthode déjà connue par 
suite des recherches magistrales de Lusini (2) sur l’antago- 
nisme d'action du sérum antitétanique et de Ia strychnime. 

C'est sur ces bases et sur les résultats de recherches ulté- 
rieures relatées dans des publications successives (3) que fut 
établie la méthode proposée par nous pour la détermination du 
pouvoir immunisant et curatif du sérum antitétanique, au 
moyen de la strychnine; méthode qui élimine les défauts et 


(1) Tizzonr, Recherches expérimentales sur la sérothérapie dans le tétanos, 
parties [ et Il. Mém. de l'Acad. Royale des Sciences de Bologne, série V, t. IX, 
1901. 

(2) Lusir, Sur l'antagonisme d'action de l’antitoxine Tizzoni et de la strych- 
nine. Note préliminaire. Réforme médicale, août 1897; Arch. ital.de Biologie, 
t. XX VIII, fase. I. Sur l'antagonisme d'action du sérum antitétanique Tizzoni, 
Bebring et Roux. Arch. de Pharmacol. expérimentale, t. XIII, fasc. 8-9, 1900. 

(3) Tizzonr et PErRucCr, Au sujet des critériums scientifiques pour juger 
d'une facon rapide et sûre de l'efficacité réelle du sérum antitétanique. Poly- 
clinique, L. XXII, mai 1915. 
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les inconvénients relatifs à la déterminalion de ce pouvoir par 
le mélange ?x vitro de sérum et de toxine. Ces défauts et ces 
inconvénients dérivent des différentes propriétés toxiques des 
diverses cultures de létanos destinées à la préparation du sérum 
antitélanique, comme aussi de la difficulté de posséder, pour le 
tétanos, une toxine absolument constante (1). 

Cette méthode, qui a trouvé une large application clinique 
et expérimentale dans la récente guerre mondiale (2), a le très 
orand avantage d’être accessible à tous et de donner des résul- 
{als rapides, exacts et facilement comparables entre eux. 

En outre, nous avons aussi prouvé dans ces travaux que le 
pouvoir antistrychnique du sérum antitétanique est propre à 
ce sérum, et qu'il ne peut être constaté dans le sérum normal 
de lapin, de chien et de cheval, ni dans d’autres sérums anti- 
toxiques et anlibactériens, même s'ils sont employés à fortes 
doses (antivénéneux de Calmette, antirabique, antipneumo- 
nique, antidiphtérique, etc.). C’est pour cela que la propriété 
antistrychnique du sérum antitétanique, comme le pense aussi 
Lusini, ne peut absolument pas trouver sa raison d'être dans 
l’action des composants normaux du sérum ou dans celle des 
produits génériques existant aussi dans d’autres sérums immu- 
nisants, mais bien dans l’anticorps du sérum antilétanique, 
capable de neutraliser les effets de sa propre toxine. C'est à ce 
sujet que l'on a cité expressément et sommairement les conclu- 
sions des recherches faites par l’un de nous (Perrucci), et 
d'après lesquelles toute participation, quelle qu’elle soit, de la 
cholestérine et des autres lipoïdes contenus dans le sérum est 
inadmissible dans l'action antistrychaique du sérum antitéta- 
nique (3). 


(4) Tizzonr, Vaccination et sérothérapie contre le tétanos. Contribution à 
l'étude du mécanisme de l'immunité, Bibliothèque médicale italienne, p. 48 et 
suiv. Sur la manière de déterminer la puissance du sérum antitétanique, par 
la méthode du mélange in vitro. Réforme médicale, an. XV. nos 242-43-44-45-46, 
1S99. Sur l’action pathogène différente de ma toxine du tétanos et de celle de 
ehring. Gazette des Hôpitaux el des Cliniques, n° 39, an. 1900. — Rrémr, Contri- 
bution à la connaissance des variétés bactériennes par les différences entre 
le bacille du lélanos de Tizzoni et celui de Behring. Journ. internat. de Méde= 
cine pratique, n° 13-14, juillet 1901. 

2) Twzoxr et Pernuccr, Sur la propriété de se conserver du pouvoir immu- 
nisant du sérum antitétanique et sur les causes qui peuvent en limiter la 
durée. Journ. de Médecine militaire, fase. V, 1918. 

3) Tizzonr et PerRucCI, Au sujet des critériums scientifiques, elc. Loc. cl. 
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D'autre part, comme des exceptions ont été objectées au 
sujet de la méthode par nous proposée (1), nous avons voulu 
revenir sur l'argument, afin de mieux éclaircir la question et 
d'établir d'une manière plus précise encore les différences qui 
pourraient éventuellement exister entre l’action de la choles- 
térine et celle du sérum antitétanique dans l’empoisonnement 
par la strychnine. 

Les tableaux dans lesquels ont élé exposées en résumé les 
données relatives à chacune des expériences sont reportés à 
l’appendice. La cholestérine a toujours été employée en sus- 
pension aqueuse et injectée tantôt dans le péritoine, tantôt 
sous la peau; le sérum antitétanique a été également injecté 
dans la cavité du péritoine. La dose mortelle minima de strych- 
nine, de même que le mélange de cholestérine et de strychnine, 
de sérum antitétanique et de strychnine a toujours été intro- 
duite sous la peau; la distance entre l'injection de la cholesté- 
rine et du sérum antilétanique et celle de la dose mortelle 
minima de strychnine a toujours été de vingt-quatre heures, à 
moins d'indication contraire; la dose mortelle minima de 
strychnine, capable de tuer le cobaye, en moyenne en quinze à 
vingt minutes, a été de 4 milligr. par kilogramme pour les 
vieilles solutions ; pour les plus récentes, qui se trouvaient être 
moins toxiques que les précédentes, elle a été de 4 milligr. 5. 

Il résulte clairement de ces expériences que la choéestérine 
annule les effets de la strychnine par mélange in vitro comme 
Almagià (2) l'avait démontré le premier (série 1); au contraire 
elle n'a aucune action lorsque la cholestérine et la dose mortelle 
minima de s'rychnine sont injectées séparément au cobaye à la 
distance de vingt-quatre heures l'une de l'autre (série IP), et cela 
contrairement à ce qui se vérifie pour le sérum antitétanique 
(série IV). | 

Nous avons trouvé, en outre, qu'une quantité de cholestérine 
de 3 à 5 milligr., par exemple, à la vertu, par mélange, 
d'annuler les effets d'une seule dose mortelle de strychnine 


(4) Loxoinr, Sur le pouvoir antistrychnique du sérum ‘'antitétanique. Note 
préliminaire. Polyclinique, fase. V, mai 1918. 

(2) ALmacià, Recherches sur la possibilité de neutraliser la strychnine 
avec la cholestérine, lécithine, etc. Bull. de l’Acad. Royale de méd. de Rome, 
fase. III, IV. 

d0 
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égale à 4 milligr., tandis que l'animal meurt si la dose de 
strychnine est de # milligr. 5, c'est-à-dire à peine plus forte 
série 1); que le mélange de cholestérine et de strychnine n’est 
pas même capable de déterminer dans le cobaye une augmen- 
tation de résistance contre l'empoisonnement strychnique d’une 
cerlaine durée, parce que l'animal auquel on a injecté un tel 
mélange meurt constamment si, à un intervalle de vingt- 
quatre à quarante-huit heures, on pratique une nouvelle injec- 
tion avec la dose mortelle minima de strychnine (série IF); par 
contre, avec le sérum antitétanique, on a dans le même animal 
des effets permanents, ou, au moins, d’une certaine durée, ae 
sorle qu'il survit à de nouvelles injections répétées de la dose 
mortelle minima de strychnine, mème si elles sont faites à 
vingt-cinq jours d'intervalle de celle du sérum (série IV); fina- 
lement que la quantité de sérum antitétanique capable d'annuler 
in vitro les effets de la dose mortelle minima de strychnine est 
un peu supérieure, environ du double, à celle qui réussit à 
sauver l'animal, lorsque sérum et strychnine sont injeclés 
séparément au cobaye à vingt-quatre heures d'intervalle 
(série V). 

À propos des expériences faites avec le mélange de cholesté- 
rine et de strychnine, il est bon de signaler encore quelques 
faits qui peuvent conduire à des interprétations erronées des 
résultats expérimentaux obtenus par les observateurs préct- 
dents. En vérilé, nous avons constalé qu'un animal qui a sur- 
véeu à l'injection d'un mélange de cholestérine et de strychnine 
peut résister à une nouvelle injection de la senle dose mortelle 
minima de strychnine pratiquée de vingt-quatre à quarante-huil 
heures après, à condition pourtant que cette injection soit faite 
dans le dos, tout à fait dans le voisinage de la précédente; tandhs 
que cela n'arrive pas lorsque, au contraire, la seconde injection 
est pratiquée dans une partie très éloignée de la première, par 
exemple dans la région postérieure de la cuisse. 

Cela s'explique par le fait qu'une grande quantité de la cho- 
lestérine injectée doit rester, et qu’elle reste, en effet, dans la 
partie où l'injection du mélange à été pratiquée et qu'elle 
réussitmème, dans l'animal, à exercer sur la strychnine succes- 
sivement inJectée cette mème action physico-mécanique qui en 
annule les effets in vitro, en déterminant un retard et un frac- 
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lionnement dans l'absorption du poison, et cela par rapport à 
la solution aqueuse de strychnine. 

Et puisque la dose de strychnine injectée correspond au- 
minimum mortel, ii suffit ainsi que la cholestérine restée au 
point d'injection en retienne une très petite quantité ou qu'elle 
en ralentisse simplement l'absorption par pure action physico- 
mécanique, pour que l’animal n'ait à en ressentir aucun effet 
el qu'il survive en bonne santé. Quelque différente que soit Ia 
nature du phénomène, le fait est identique à celui qui a déjà 
élé démontré au sujet de l'injection sous-cutanée de sérum 
antilélanique et de celle de toxine du tétanos, faites sur des 
points distincts l’un de l'autre, mais suffisamment rapprochés, 
et dans lesquelles le pouvoir immunisant du sérum est plus 
grand que celui qui est obtenu lorsque sérum et loxine sont 
injeclés dans des régions éloignées. La raison en est que, dans 
le premier cas, où les cercles d'absorption et de diffusion vien- 
nent à se toucher réciproquement entre eux ou à se superposer 
les uns aux autres, une bonne partie de la toxine reste neutra- 
lisée sur place, étant ainsi soustraite à l’action générale sur 
l'organisme (1). 

C'est pour cela que, si l’on veut pouvoir affirmer en toute 
sûreté qu un animal auquel on n’a injecté que la seule choles- 
térine réussit à supporter l'injection de la dose mortelle minima 
de strychnine faite vingt-quatre heures après, 27 faut que cela 
arrive dans un sujet neuf qui n'ait pas subi d'autres expériences 
de ce genre, et que l'injection de la strychnine soit faite dans 
des parties du corps très éloignées de celle où La précédente a élé 
pratiquée, afin d'éviter les erreurs de jugement qui peuvent déri- 
ver de la fixation dans l'animal, au moyen de la cholestérine 
restée inabsorbée sur place, d'une très minime partie de la strych- 
nine introduite, fixation telle qu'elle empéche les effets mortels. 

Ces faits élant admis, il est facile de donner leur juste valeur. 
aux précédentes expériences qui, à première vue, peuvent êlre 
interprétées et alléguées comme des preuves positives de 
l’action que la cholestérine est capable d'exercer sur la strych- 
nine, même lorsque celle-ci est injectée séparément dans 
J'animal. | 


(1) Trzzoxr, Vaccination et sérothérapie contre le lLétanos, etc. Loc. cil 
p. 10% el suiv. 
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On peut ainsi expliquer pourquoi Raimondi (1), en bourrant 
littéralement de cholestérine un lapin qui reçut dix injections 
de 20 centigr. chacune en dix jours consécutifs ou séparés par 
des jours de repos (ce qui occasionne toujours un grave dépé- 
rissement de la nutrition générale), aurait réussi dans deux cas 
à faire supporter aux mêmes animaux une dose de strychnine 
de 6,0-6,5 milligr. par kilogr. deux fois de suite dans un cas, 
tandis qu'une troisième injection de strychnine de 7,5 milligr. 
par kilogr. fut mortelle. Comme il n'a pas été parlé dans les 
différents mémoires de la voie d'introduction de la cholestérine, 
il est présumahle, même pour les doses élevées introduites, 
que ces injections ont été pratiquées sous la peau, et que les 
injections d'essai avec la strychnine ont été aussi pratiquées 
dans la région sous-cutanée et tout près des précédentes. 
D'autre part, on doit se rappeler aussi les justes réserves du 
même auteur au sujet de ces expériences, vu qu'il s'empresse 
de déclarer dans ses conclusions que les résultats obtenus par 
lui demandent à étre confirmés par des recherches plus éten- 
dues. | | 
Les mêmes objections peuvent être faites au sujet des expé- 
riences postérieures de Lusini et Mori (2), lesquels auraient 
découvert que l'injection de la cholestérine et celle de la strych- 
nine faites séparément dans le lapin soit simultanément, soit 
en retardant de quelque temps, même d’un jour entier, celle de 
la strychnine, sont bien tolérées par l'animal, de sorte que l’on 
peut en conclure que la précédente injection de cholestérine 
a été apte à le prémunir contre l'action de la strychnine 
administrée à la dose mortelle minima ou à une dose un peu 
plus forte. Il est probable aussi que, dans ces expériences de 
Lusini et de Mori, l'injection de la cholestérine et celle de la 
strychnine avaient été faites sous la peau ou dans des parties du 
corps très proches l’une de l’autre, d'où la fixation d'une partie 
de la strychnine injectée par l’action de la cholestérine restée 
inabsorbée, comme aussi la survivance de l'animal. 


(4) Rarmonni, Sur le mode d'action des sérums antitétaniques et de quel- 
ques préparations chimiques dans l'empoisonnement par la strychnine. Arch. 
f. exp. Pathologie u. Pharmacologie, t. LIX bis, p. 449, 1908. S 

2) Lusinr et Mon, Sur l'action désintoxicante des principes composants de 
la bile, par rapport à la strychnine. La Clinique vélérinaire, section scienti- 


lique, 1909, p. 27. 
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IT ne résulte pas qu'Almagià (1) ait fait des essais 27 vivo, 
c'est-à-dire en introduisant dans l'animal cholestérine et strych- 
nine par des injections séparées et distincles. 

Aucune expérience précédente ne peut donc servir à démon- 
trer, d'une manière irréfutable, que la cholestérine injectée 
séparément dans l'animal est capable d'annuler l’action de la 
dose mortelle minima de strychnine, exception faile seule- 
ment pour celle rappelée ci-dessus (2) dans laquelle l’injection 
de la cholestérine et celle de la strychnine furent faites en des 
régions séparées et distinctes, c’est-à-dire la première dans des 
cavités du périloine et la seconde dans la région du tissu con- 
Jonctif sous-cutané. 

Mais nous croyons, opportun, à ce sujet, d'attirer l'attention 
sur un inconvénient qui peut être constaté dans ces expé- 
riences, à savoir que, si l'on n'emploie pas des solutions de 
strychuine suffisamment vieilles et fréquemment contrôlées, 1l 
se produit facilement des oscillations dans les effets loxiques 
de la dose mortelle minima, bien que celle-ci soit toujours 
exactement calculée pour le cochon d'Inde à 4 milligr. par 
kilogr. 

En tout cas, quelle que soit l'explication que l’on voudra 
donner des quelques cas positifs connus jusqu'à présent, il est 
cerlain que les expériences par les injections séparées, dans 
l'animal, de la cholestérine et de la strychnine n’ont pas réussi 
loujours, ni à tout le monde, et que, quand cela est arrivé, 
c'est, le plus souvent, dans des conditions particulières 
auxquelles peut s’adjoindre même, dans l'animal, une action 
de contact ou de fixation, tandis que le sérum antitétanique 
essayé de la même manière contre la strychnine a toujours 
réussi et dans toutes les mains, quelle que soit la partie dans 
laquelle il a été introduit. 

Nous croyons avoir ainsi démontré que la cholestérine n'agut, 
contre la strychnine, pas autrement que par mélange et comme 
conséquence d'un phénomène commun, l'absorption, tandis que 
le sérum antiétanique agit, méme séparément, sur l'animal, 
déterminant duns le cochon d'Inde et dans le lapin une résis- 
tance absolue contre l'empoisonnement par la strychnine, résis- 


(1) ALuaGrÀ, loc. cit. 
(2) Lonnini, Loc. cit. 
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tance d'assez lonque durée et comparable en tout à ce qui se ren- 
contre dans l'immunité spécifique. 

En d'autres termes, la cholestérine et le sérum antitétanique 
non seulement donnent des résultats lout à fait différents dans 
les expériences contre la strychnine, mais le mécanisme par 
lequel ces produits opèrent est très discutable. 

Les résullats moins favorables que l’on obtient au moyen du 
sérum antitélanique dans les expériences par mélange, com- 
parées à celles dans lesquelles sérum et strychnine sont 
injectés séparément dans l'animal et à un certain intervalle 
de temps, trouvent leur raison d’être dans une plus grande 
vitesse des courants d'absorption et de aiffusion de la strych- 
. nine par rapport à ceux des composants colloïdaux du sérum 
auxquels le corps spécifique appartient probablement. C'est 
pourquoi une plus prompte absorption et une plus rapide diffu- 
sion de la strychnine qui se trouve dans le mélange font que 
celle-ci exerce librement son action sur le système nerveux 
avant que l'élément respectif et spécifique du sérum antitéta - 
nique ait eu le temps et la possibilité d'être absorbé, et d’exer- 
cer son action anlagoniste. 

Pour établir la preuve de cela, nous avons fait séparément 
dans l'animal l'injection du sérum et celle de la strychnine, 
mais à un très court intervalle de trente minutes, et nous avons 
pratiqué la première dans une cavité du péritoine au lieu de 
la faire sous la peau, pour compenser ainsi la différence de 
vitesse d'absorption et de diffusion des deux corps, et pour 
permettre à la strychnine d'arriver au système nerveux lorsque 
celui-ci était déjà suffisamment protégé. Eh bien! des résultats 
positifs ont été obtenus dans cette expérience et l'animal a 
été sauvé, bien que l’on ait employé la même dose de 0,2 €. c. 
qui s'élait montrée suffisante lorsque sérum et strychnine 
avaient été injectés à vingt-quatre heures d'intervalle et qui, 
au contraire, avait failli dans les essais par mélange (voir 
expérience 4, série [V). 

C'est là une confirmation importante de la conclusion que le 
sérum antitétanique ne neutralise pas l’action de la strychnine 
par simple affinité chimique, ni même par pur phénomène 
mécanique physique d'absorption et de retenue. 

Finalement, nous pouvons aujourd'hui affirmer au sujet des 
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PROTOCOLE DES EXPÉRIENCES 


SÉRIE [. — Expériences avec un mélange in vitro de cholestérine 
et de strychnine. 


n 
S MÉLANGE 
ae BOND 
A = en 1e 
5-9, | ANIMAL . RESULTAT OBSERVATIONS 
5 gram- | cholesté- | strych- 
se mes térine nine 
milligr. | millier. 
1 |Cobaye.| 270 Sp kiL|NE pl Survil. » 
2 — 290 D — LL — Survil. » 
3 - 250MIMSE— 4 — Sur vit. » 
k — 240 5 — 4 — Survit. » 
5 _ 250 5 — 45 Mort en 11! » 


Série II. — Expériences avec injection séparée à l’animal 
de cholestérine et de strychnine. 


An 
o CHOLESTÉRINE ma 
25 POIDS D £ 
LE & en siège F= £= : 
el Pa ANIMAL 8 UD RESULTAT OBSERVATIONS 
Es gram- de a 
2 $ Ç quantité LA 
ZX mes ICE $ l'injec- = 
n es an 
D tion 
a ee a 2 ——— 
milligr. milligr. 

1 |Cobaye.| 220 3 Pésitonéile |4p-k. | Mort en 12! » 

2 = 250 6 — | — — 32 oo» 

3. — 230 10 == 4 — = 13! » 

4 — 280 10 == 4, 5— — 27! | Solution fraîche de 

1 strychnine. 

5 — 370 10 S.-cutanée.|4,5— — 28! | Injection de strych- 
nine dans le dos en 
un point éloigné de 
celui de l'injection 

de cholestérine. 

6 — 290 10 = 4,5— — 16! | Injection de strych- 
nine dans la cuisse. 
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Série III. — Expériences sur la durée de la résistance 
à la strychnine déterminée par injection du mélange in vitro 
de cholestérine et de strychnine. 


| 
a ns MÉLANGE INJECTIONS SUCCESSIVES 
nie P S 
= CR. NE TR. DE STRYCHNINE L 
& en me me RESULTAT 
BE ANAL Num chol — 
> 6 FT chole- | strych- | ;:torval- Re # 
de mes stérine nine re quantité siège 
+2 mil'igr. milligr. 
milligr. ». kilogr. heures p. kilogr. 
1 |Cobaye.| 220 ÿ k » » » Survit. 
R à Le 5 » » 24 ï Dos. Survit. 
08 
- — 200 » » 48 4 Ventre.| Mort au 
bout de 
plusieurs 
heures. 
2 — 270 3 4 » » » Survit. 
» 2, » » » 48 4 Dos (1).|Mort en 14!. 
3 — 240 5 k » » » Survit. 
-- — 220 » » 24 4 Dos(2?).| Survit. 
ue dm. » » » 18 4 Cuisse.| Mort en 
À h. 16 
4 — 250 5 4 » Ù » Survit. 
ce = 230 » » 24 4 Cuisse.|Mort en 1 h. 


(1) L'injection de strychnine fut faite à distance du point où on avait pratiqué l'injec- 
tion du mélange de cholestérine et de strychnine. 

(2) L'injection de strychnine fut faite presque au même point où avait été pratiquée 
celle du mélange de cholestérine et de strychnine. 


expériences pratiquées sur le cochon d'Inde par l'injection 
séparée de sérum et de strychnine que cet animal peut très 
bien servir, de même que le lapin et mieux encore que celui-ci, 
à la détermination du pouvoir immunisant et curatif du sérum 
antitétanique, car il offre un champ d'observation beaucoup plus 
vaste qui nous permet d'apprécier dans la valeur du sérum les 
moindres différences même en dixièmes de cent. cubes de sérum 
etde tracer une limite beaucoup plus nette entre le résultat positif 
et le négalif, En effet, dans le cas du cochon d'Inde, on se trouve 
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Série IV. — Expériences avec l'injection séparée du sérum antitétanique 
et de la strychnine. 


Injection de sérum intraveineux chez le lapin, 
péritonéale chez le cobaye.) 
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© 
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1 | Cobaye. 


2 |Lapin. . 


3 | Cobaye. 
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30! 


25 heur. 
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ee 

Survit. 

Survit. 

Survit. 
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Série V.— Expériences avec un mélange in vitro de sérum antitétanique 


et de strychnine. 
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en face de deux’ possibilités seulement, ou bien il ne présente 
aucun phénomène d'intoxication, secousses passagères, espèces 
de sursauts (transitoires, et alors 1l survit toujours, ou bien il 
tombe à terre en proie à un accès strychnique, et dans ce cas, 
il meurt constamment après un temps variable. Le lapin, au 
contraire, mème lorsque l'accès se produit et qu’il tombe à 
terre, ne meurt pas toujours, mais quelquefois il soulève la 
tète peu de temps après, se dresse sur son train de devant, puis 
sur celui de derrière qui souvent reste, pendant quelque temps, 
contracté et paralysé. Aïnsi, tandis que dans le cochon d'Inde 
l'accès marque la limite nette entre les cas où l’animal meurt 
el ceux où il survit, dans le lapin, au contraire, ce n'est plus 
l'accès qui détermine le résultat positif et négatif de l'essai, 
mais bien la mort ou la survivance de l'animal, et parfois un 
certain temps est nécessaire pour que l’on puisse se prononcer 
définitivement sur l’une ou sur l’autre. 


UN CAS DE GUÉRISON SPONTANÉE 
DE LA RAGE A VIRUS FIXE, CHEZ LE LAPIN 
(INOCULATION SOUS-DURE-MÉRIENNE) 


par P. REMLINGER. 


L'inoculation du virus rabique fixe sous la dure-mère du 
lapin est, comme on sait. une des épreuves les plus sévères 
auxquelles un animal puisse être soumis. Il est exceptionnel (1) 
qu'un lapin ainsi inoculé ne contracte pas la rage et il n'existe, 
à notre connaissance, aucun cas de lapin qui, ayant pris la 
maladie, ait guéri. L'observation suivante paraît constituer une 
exception à une règle absolue jusqu 1er. 

Le 18 octobre 1918, au cours d'expériences sur l'hérédité de 
limmunité antirabique, # lapins, qui avaient reçu sans 
succès dans les muscles de la nuque, le 16 août, 2 cent. cubes 
et le 21 septembre 10 cent. cubes d’une émulsion à 1/50 du 
virus fixe de l'Institut Pasteur de Paris, actuellement aux envi- 
rons de son 1.200° passage, 4 lapins sont trépanés sévèrement 
avec une émulsion épaisse de ce même virus fixe. Trois de 
ces animaux présentent le 25 octobre (T° jour) les signes d'une 
rage paralylique classique à laquelle ils succombent le 27 
(1 lapin) ou le 28 (2 lapins). Le 26 octobre (8° jour) le qua- 
trième lapin (9) est noté comme commencant également une 
rage paralylique, mais on est surpris les jours suivants de voir 
la maladie évoluer avec une grande lenteur et on examine 
alors l'animal de plus près. 

Le 1* novembre (1% jours après l’inoculation sous-dure- 
mérienne, 6 jours après le début de la maladie) le lapin est 
manifestement paralysé des quatre membres. Néanmoins il se 


(1) ReucGer : Deux observations. Ces Annales, 1903, p. 843. Comptes rendus 
de la Société de Biologie, t. LXXXI, p162, 23 février 1918. — J. Vraa : Une 
observation. Ces Annales, 1912, p. 239. 


736 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


tient encore sur ses pattes. [1 chancelle de temps à autre, mais 
arrive à se relever seul et à se remeltre d'aplonb. Si on 
imprime à son corps une secousse brusque, de manière à le 
coucher sur le côté, le lapin se relève avec plus de difficultés, 
mais il parvient encore à le faire. Fait curieux, il n'a pas perdu 
l'appétit comme les lapins rabiques. Il dévore avec avidité 
toutes les herbes qu'on lui présente. 

Le 2 novembre (T° jour de la maladie), l'état s'est aggravé. 
L'animal se lient difficilement sur ses pattes, tombe, se relève, 
retombe, se remet à nouveau d'aplomb. Ce faisant, il dissémine 
en grand désordre dans sa cage tous ses aliments. L'appétit 
parait très diminué. 

3 novembre (8° jour. Le lapin qu'on s'attendait à trouver 
couché sur le côté se tient solidement arc-bouté dans un des 
angles de sa cage et, ainsi soutenu, il évite les chutes conti- 
nuelles de la veille. La tête est tombante par paralysie des 
muscles de la nuque. Le corps présen'e un peu d’amaigrisse- 
ment. Néanmoins, on constate le soir que l'animal à mangé 
toute la ration d'herbe qui lui avait été donnée le matin. 

4 novembre (9° jour). Etat stationnaire, plutôt meilleur. 
L'animal se lient à peu près d'aplomb sur ses quatre patles el 
mange d'excellent appétit. 

5 novembre (10° jour). L'amélioration est manifeste. Le lapin 
se lient bien d'aplomb et ne tombe plus. 

6 novembre (11° jour). L'amélioration persiste. Non seule- 
ment l'animal se tient d'aplomb, mais il lui arrive de se dresser 
sur ses patles de derrière. Sorli de sa cage, il tourne en cercle 
comme sil avait des troubles cérébelleux. 

19 novembre (15° jour). À toujours la tête tombante et une 
tendance à tourner en cercle. Présente, à part cela, tous les 
attributs de la santé. 

15 novembre (20° jour). Paraît guéri définitivement. Continue 
néanmoins de présenter un peu de chule et d'inclinaison laté- 
rale de la tête par paralysie des muscles de la nuque et de la 
tendance à lourner en cercle. 

Le 21 novembre (34 jours après la trépanation, 26 jours 
après le début de la paralysie), l'animal reçoit sous la 
dure-mère, en même temps qu'un témoin, 1/4 de cent. cube 
d'une émulsion épaisse de virus fixe et ne montre absolu- 
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ment aucun symptôme morbide. Début de la rage paralytique 
au 7° jour chez le témoin. Mort au dixième. Le 4 mars 1919 
(437 jours après la première {répanation, 103 jours après la 
seconde) le lapin recoit encore sous la dure-mère un 1/2 cent. 
cube d’une émulsion de virus fixe à 1/50. Cette inoculation le 
laisse complètement indifférent tandis qu'un lapin témoin ino- 
culé avec une dose moitié moindre succombe classiquement en 
dix jours. Actuellement, plus de six mois après la première 
trépanation, l'animal est toujours vivant et bien portant. De 
ce fait, nous croyons pouvoir conclure qu'une première atteinte 
de rage lui a conféré l'immunité. On sail que les choses se 
passent ainsi chez le chien (1). 

Nous demandons la permission de faire suivre cette observa- 
tion de quelques brefs commentaires. 

1° La seule observation de guérison de la rage chez le lapin 
de laquelle l'observation précédente puisse être rapprochée est 
due à M. H. Vincent (2). « Ayant eu à faire l’autopsie d'un 
chien enragé, dit M. H. Vincent, j'inoculai sous la dure-mère 
d'un lapin une parcelle du bulbe de ce chien délayée dans de 
l'eau stérilisée. Quatorze jours après, le lapin manifeste les 
premiers signes d'une rage furieuse qui le faisait se Jeter sur 
ceux qui essayaient de l’approcher et mordre violemment tout 
ce qu'on lui présentait. Après une semaine, survint une parésie 
des membres postérieurs en même temps que s'atténuaient les 
signes de rage furieuse. Or, malgré la gravité de ces symptômes, 
ce lapin a fini par guérir et il ne peut faire de doute qu'il ail 
été atteint d'infection rabique. » 

On remarquera que cette intéressante observation porte sur 
du virus de rue et non sur du virus fixe, c’est-à-dire un virus 
adapté par plus d'un millier de passages d'une part à l'orga- 
nisme du lapin et d'autre part au système nerveux central. Il 
n’a pas été recherché non plus si, du fait de son affection, ce 
lapin avait acquis l'immunité contre l'inoculation sous-dure- 
mérienne du virus fixe. 

2 Convient-il d'accorder une grande importance au fait que 


(4) Remuwéer et Musrarra Errexpr, Deux cas de F1 de la rage expéri- 
mentale chez le chien. Ces Annales, 1904, pp. 241-24 
(2) H. Vixcexr, Sur la possibilité de la guérison itanée de la rage expé- 
rimentale. Société de Biologie, 4 mai 190%. 
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le lapin qui fait l'objet de notre relation n'était pas neuf, mais 
avait reçu peu de temps auparavant dans les muscles de la 
nuque 2 cent. cubes, puis 10 cent. cubes d'une émulsion à 
1/50 de virus rabique? Nous n’en sommes nullement con- 
vaincu. Nous avons insisté en effet à plusieurs reprises sur ce 
qu'au cours des expériences de vaccination des lapins à l'aide 
des procédés les plus divers, les animaux éprouvés peuvent ou 
non prendre la rage, mais sur ce que, s'ils la contractent, celle- 
ci ne se différencie par aucune particularité de la rage des 
animaux neufs. De mème il est de notoriété courante — et le 
fait a été exploité contre le traitement pasteurien — que la rage 
qui évolue parfois chez l’homme malgré la vaccination antira- 
bique ne présente pas la moindre alténuation de symptômes 
per rapport à celle qui se manifeste chez les mordus non soumis 
aux injections. On notera au surplus que les trois lapins tré- 
panés le 18 octobre en même teMnps que notre sujet avaient reçu 
dans la nuque, aux mêmes dates que lui, les mêmes quantités 
de virus. Or la maladie évolua chez eux de façon classique 
(début de la paralysie le 7° jour; mort du 9° au 10°). Pour ces 
divers molifs, nous ne croyons guère que les 12 cent. cubes 
d'émulsion à 1/50 reçus par l'animal dans les muscles de la 
nuque aient été chez lui pour beaucoup dans la guérison de la 
rage. 

3° Une hypothèse un peu hasardée, croyons-nous, consiste- 
rail à admettre que la rage qui a débuté chez notre lapin le 
26 octobre était la conséquence non pas de la trépanation pra- 
liquée le 18, mais de l’inoculation intra-musculaire de 10 cent. 
cubes d'émulsion à 1/50 effectuée le 21 septembre. Cette inter- 
prélation ne diminuerait que fort peu l'intérèt de l'observation, 
la rage ayant, chez le lapin, le même pronostic fatal quel que 
soit le mode d’inoculation. 

4° L'opinion pourrait également être émise que l'injection de 
10 cent. cubes d'émulsion à 1/50, effectuée le 21 septembre, 
aurait déterminé, à la date du 26 octobre, non pas la rage 
véritable mais une de ces paralysies comme il s'en observe par- 
lois chez l’homme au cours du traitement pasteurien. Dus à la 
ioxine rabique renfermée dans les émulsions ou à un poison 
de la substance nerveuse normale, on sait que ces accidents 
sont presque toujours curables. Nous ne croyons pas cette 


GUÉRISON SPONTANÉE DE LA RAGE, CHEZ LE LAPIN 739 


hypothèse valable. Une incubation de trente-cinq jours est 
bien longue pour des accidents déterminés par la toxine rabique 
el on conçoit mal qu'une immunilé absolue contre la rage, 
comme celle de notre lapin, puisse succéder à des accidents 
paralyliques causés par la substance nerveuse normale. 

5° M. Heckenroth (1) a récemment attiré l'attention sur la 
facon très particulière dont se comporte le virus rabique en 
Afrique Occidentale française. Au Sénégal, { lapin sur 9 est 
réfractaire au virus de rue; le virus fixe de l'Institut Pasteur 
se fixe très mal sur le lapin, au point qu'on voit des animaux 
trépanés ne succomber qu'au dix-septième, au dix-neuvième, 
voire au cinquante-cinquième jour. Nous avons observé au 
Maroc quelques faits qui peuvent être rapprochés des précé- 
dents et avons commencé des recherches sur cette question. 
ilypothèse pour hypothèse, nous nous demandons si ce n’est 
pas de ce côté qu'il conviendrait de chercher l'explication de 
ce cas singulier de guérison de la rage. 


(4) HeckeNroru, La rage en Afrique Occidentale française. Ces Annales, 
août 1918, pp. 389-398. 


Le Gérant : G. Masson. 
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ÉTUDE 
SUR LE TRÉPONÈME DE LA PARALYSIE GÉNÉRALE 


par C. LEVADITI et A. MARIE (de Villejuif). 


(Avec la planche VIII.) 


En novembre 1913, nous avons réussi, en collaboration avec 
M. Danulesco, la transmission du tréponème de la paralysie 
générale au lapin, en inoculant dans le scrotum de cette espèce 
animale du sang prélevé dans la circulation générale d'un 
sujet atteint de la maladie de Bayle (1). Ce tréponème fut 
entretenu par des passages réguliers sur le lapin, ce qui nous 
permit de le comparer, au point de vue morphologique, biolo- 
gique et anatomo-pathologique, au virus de la syphilis habi- 
tuelle, cutanée, muqueuse et viscérale. Ce virus, conservé 
également sur le lapin, nous avait été fourni par M. Truffi et 
provenait d’un syphilome primaire humain. De cette compa- 
raison, il résultait des différences manifestes entre les deux 


(4) Levaniri, Présence du tréponème dans le sang des paralytiques 
généraux. C. R. de l'Acad. des Sciences, 1913, t. CLVII, p. 864, séance du 
10 novembre. 
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germes. Nous les avons signalées dans une note présentée à 
l'Académie des Sciences en juin 1914 (1), et avons conclu que 
le sréponème des paralytiques généraux devait étre considéré 
comme une variélé à part, neurotrope, du Spirochæta pallida. 

Ces recherches ont dû être interrompues en août 1914, du 
fait de la guerre. Nous les avons reprises dès mars 1919, et 
actuellement de nouvelles expériences sont en cours. Mais 
avant que les résultats de ces expériences puissent constituer 
le sujet de publications à venir, nous désirons résumer dès à 
présent les observations de 1913 et 1914. Ces observations 
sont, en effet, assez probantes pour permettre, d'ores et déjà, un 
certain nombre de conclusions, à notre avis, du plus haut 
intérêt. 


TRANSMISSION DU VIRUS DE LA PARALYSIE GÉNÉRALE AU LAPIN 


OuservarTion. — La….., trente-sept ans, représentant de commerce, marié, 
sans enfants. Sa femme a eu plusieurs fausses couches. En juin 1912, un 
certificat médical, rédigé par les docteurs Régnier et Bérillon, décrivait ainsi 
l'état du malade : 

« Est atteint de troubles mentaux caractéristiques de la paralysie générale 
confirmée. Depuis plusieurs mois on constatait chez lui l'apparition d'une 
exaltation et d’une excitation très manifestes, au cours desquelles il exprimait 
des idées de grandeur. Depuis trois ans, La. se livre à des excentricités, en 
particulier à des écarts de conduite, en désaccord avec sa manière d'être 
antérieure. Il recueille chez lui une fille publique, à laquelle il attribue des 
qualités exceptionnelles. Il raconte qu'il a eu récemment une entrevue avec 
le préfet de police, qui lui a accordé de mettre sa compagne en pension à 
Saint-Lazare, au régime de l'eau, jusqu’à ce qu'elle soit suffisamment punie 
de lui avoir dérobé pour cinquante francs de parfumerie. Ayant écrit récem- 
ment au tsar et à la tsarine une lettre très respectueuse, il a eu, comme 
réponse, la décoration de chevalier de Saint-Stanislas. La... se déclare très 
fier de porter cet ordre. Depuis un mois, la maison de commerce où il était 
employé a dû le remercier, car il ne cessait de chanter d’une façon incohé- 
rente, affirmant qu'il possédait une voix de baryton dont il devait tirer le plus 
grand profit. 

« Après plusieurs instants de conversation, on remarque l'existence de 
troubles de la parole. » 

Le 7 juin 1912, on constate, à Sainte-Anne (Dr Juquelier), un affaiblissement 
des facultés intellectuelles, avec euphorie et quelques idées de satisfaction. 
Accrocs de la parole, pupilles inégales et paresseuses. Diagnostic : début 
probable de: paralysie générale. 

Un certificat du docteur Marie (Villejuif) confirme le diagnostic de 


1) Levanirr et A. Mare (de Villejuif), Le tréponème de la paralysie géné- 
rale. C. A. de l'Acad. des sciences, 1914, t. CLNIII, p. 1595, séance du 8 juin. 
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paralysie générale et mentionne des antécédents spécifiques : syphilis con- 
tractée il y a quinze ans. Ces antécédents sont vérifiés par les fausses couches 
répétées de la femme de La. 

Décédé le 5 novembre 1913, soit environ deux ans après le début de sa 
maladie. 

Réaction de Wassermann positive avec le sang, le 28 mai 1913. 

INOCULATION. — Nous nous sommes servis de la méthode indiquée par 
Uhlenhuth et Mülzer, à savoir l'inoculation au lapin de sang fraichement 
recueilli dans la veine du pli du coude. L'injection est pratiquée en partie 
dans le scrotum, en partie dans le testicule. 


* Le 26 mars 1913, nous prélevons du sang chez 7 malades, 
dont 5 paralytiques généraux (1 à la première période, 2 à la 
seconde et 2 à la troisième), 1 tabétique et 1 maniaque suspect 
de syphilis. Le sang (10 cent. cubes), non défibriné, est injecté 
à des lapins, deux pour chaque malade. 

Tous les animaux inoculés ont présenté des réactions inflam- 
matoires locales, quelques jours après l’inoculation. Vers le 
15 juin, ces réactions avaient notablement diminué et chez la 
plupart d’entre eux il n’en restait aucune trace le 20 juillet. 
Seul le lapin n° 27, qui avait été injecté avec le sang du malade 
La..., présentait à ce moment un petit nodule serotal. Or, 
après une incubation de cent vingt-sept jours, nous constatons 
chez cet animal une lésion scrotale bilatérale. Il s'agissait de 
papules confluentes, légèrement érodées, couvertes de squames, 
le tissu conjonctif sous-jacent étant épaissi, légèrement œdé- 
maieux. 

L'examen à l’ultra-microscope montra un grand nombre de 
tréponèmes caractéristiques, très mobiles. Ces tréponèmes, 
examinés sur frotlis colorés au Giemsa par la méthode de 
Fontana-Tribondeau et sur coupes imprégnées par notre pro- 
cédé, sont absolument identiques à ceux qui infectent le 
chancre syphilitique. 

Cette expérience prouvait ainsi que le spirochète circule dans 
le sang des paralytiques généraux et que l'on peut l'y déceler 
par inoculation scrotale et testiculaire pratiquée sur le lapin. 


* 
# * 


On sait que grâce à l'emploi du procédé de Levaditi (impré- 
gnation argentique), Noguchi (1) réussit à démontrer la pré- 


(1) Noëvcur. C. R. de la Soc. de Biol., séance du 15 février 1913, t. LXXIV, 
no 7. 
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sence du tréponème pâle dans le cerveau des paralytiques 
généraux. Sur 70 cas examinés par cet auteur, en collaboration 
avec Moore (1), il fut possible de déceler Ie parasite sur coupes 
12 fois. Il s'agissait de cerveaux provenant de paralytiques dont 
la maladie datait de cinq à trente mois, en moyenne depuis 
dix-sept mois, et âgés de trente à soixante ans. Dans un travail 
ultérieur, Noguchi (2) relate les résultats enregistrés après 
l'examen d’un plus grand nombre de cas (au total 200), en se 
servant d'un procédé d'imprégnation argentique un peu diffé- 
rent de celui de Levaditi et Manouélian (pyridine-acétone); 
les spirochètes furent trouvés dans quarante-huit encéphales, 
soit un pourcentage de 24 p. 100. 

Cette découverte était d’une importance capitale. Elle appor- 
tait la preuve indubitable de la nature spirochétienne de la 
paralysie générale et venait établir sur une base inébranlable 
la conception d'Essmarck et Jessen (1857) et surtout de Four- 
nier (1859), basée sur la clinique et la statistique. Déjà cette 
conception avait trouvé un fort appui dans la découverte de 
Wassermann et Plaut (3), confirmée par de nombreux auteurs 
(AIX, Marie et Levaditi, Weygandt, Morgenroth et Stertz, Bab, 
Citron, Beaussart (4) etc.], concernant la présence de principes 
donnant une réaction de Wassermann positive dans le sérum 
et le liquide céphalo-rachidien des paralytiques généraux. Mais 
aucune autre constatation antérieure ne valait, en force démons- 
trative, celle de Noguchi. 

Aussi, nombreux furent-ils les chercheurs qui entreprirent de 
vérifier les premières constatations de Noguchi et Moore. Dès 
août 1913, Marinesco et Minéa (5) font savoir qu'ils ont examiné 
sur coupe vingt-six cerveaux de paralytiques généraux (un seul 
cas de maladie de Bayle associé à une méningite syphilitique), 
avec deux résultats positifs. Peu après, Levaditi, Marie et 
Bankowski (6} confirment les constatations de Noguchi, indi- 
quent des méthodes rapides permettant de déceler le tréponème 


(1) Nocucar et Moore. Journ. of. Exp. medicine, 1er février 1913. 

(2) Nocucur. Münch. med. Woch., avril 1913, n° 44. 

(2) WassEerRmanN et PLauT. Deutsche med. Woch., 1906, n° 44. Voyez pour la 
lillérature la thèse de BeaussarT et F. PLaur: Die Wassermanns'che Serodiagnos- 
tk der Syphilis in ihrer Anw. auf die Psychiatrie, Fischer, Iéna, 1909. 

:) Braussarr. Thèse de Paris (Le Séro-diagnostic de la syphilis), Bloud, 1909. 

(5) Maniesco el Minéa. Bull. de l' Acad. de Méd., 1913, n° 12. 

(6) Levaorrs, Marie et Bankowski. Ces Annales, 1913, n° 7, p. 571. 


e 
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dans l’encéphale de presque tous les paralytiques morts en 
ictus, et établissent la topographie des foyers parasitaires dans le 
cortex cérébral. De plus, ils insistent sur les rapports probables 
entre l’ictus apoplectiforme et la pullulation du spirochète au 
niveau des zones motrices de l'écorce. Leurs constatalions 
positives étaient au nombre de huit sur neuf cerveaux soumis 
à l'examen, soit un pourcentage de 88 p. 100. 

D'autres auteurs ne se bornèrent pas à dépister le trépo- 
nème sur le cadavre; ils allèrent à sa recherche ?n vivo, au 
moyen de ponctions cérébrales pratiquées par- voie de trépa- 
nation. Ainsi, récemment encore, Valente(1) relate 40 examens 
faits par le procédé de Neisser et Pollac, avec un pourcentage 
de résultats positifs de 70 p. 100. Ceci parait indiquer que 
l'observation faite sur le vivant est supérieure à l'examen sur 
coupes ou sur frottis effectué post mortem, l'agonie et, la 
putréfaction cadavérique faisant disparaître les tréponèmes, 
surtout lorsqu'ils sont clairsemés dans l'écorce cérébrale. 

L'agent pathogène de la syphilis pullule donc dans la 
substance grise encéphalique chez les paralytiques généraux. 
Existe-t-il également dans le sang et le céphalo-rachidien ? 

De nombreux essais avaient été faits sur le lapin par Uhlen- 
huth et Mülzer (2) en 1913 (sang et liquide céphalo-rachidien), 
mais sans succès. Graves (3) réussit à déceler le tréponème 
dans le sang de deux fabétiques par inoculation testiculaire, 
faite sur la même espèce animale. Il est vrai que Noguchi (#4) 
et Nonne {5) attribuent à Graves la découverte du virus, non 
chez des tabétiques, mais chez des paralytiques généraux; mais 
Frühwald (6), qui cite le travail de Graves en détail, ne parle 
que de deux cas de tabes. Malheureusement, n'ayant pas pu 
nous procurer l'original de ce travail, il nous à été impossible 
de contrôler ce point de bibliographie. 

Les expériences publiées par nous en novembre 1913, en colla- 
boralion avec Danulesco, semblent donc étre parmi les premières 


(4) VALENTE. Arquivos do insliluto bacteriologico Camara Pestana, t. V, f. 14, 
Lisbonne, 1918. 
(2) Uacenaura et Muzzer. Bert. klin. Woch., 1913, n° 44, p. 2031. 
(3) Graves. [Alerstale med. Journ., 1913, t. XX, n° 6. 
(4) Nocucur. {a Presse Médicale, 1913, n° 81, p. 805. 
(5) None. Berl. klin. Woch., 1913, p. 1542. 
(6) Frünwazo. Wien. klin. Woch., 1913, n° 42, p. 1709. 
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à prouver la présence de l'agent pathogène de la syphilis dans la 
circulation générale des sujets atteints de la maladie de Bayle. 

Depuis, d'autres chercheurs ont vérifié ces données, du 
moins en ce qui concerne le liquide céphalo-rachidien. Ainsi, 
Volk et Pappenheim (1) relatent en 1913 une série d'expériences 
faites avec le liquide obtenu par ponction chez cinq paralytiques. 
généraux; dans un cas il fut possible de transmettre la syphilis 
au lapin (inoculation intra-testiculaire). Peu après, Arzt et 
Mattauschek (2) disent avoir inoculé à des lapins du liquide 
céphalo-rachidien provenant de cinq sujets atteints de mani- 
festations spécifiques cérébrales, dont quatre paralytiques 
généraux. Malgré les conditions défavorables de leurs essais 
(température du liquide, nombre insuffisant des animaux), ces 
auteurs ont enregistré deux succès, après une incubation de 
deux mois. Il s'agissait d’efflorescences papuliformes contenant 
de nombreux tréponèmes. A remarquer que les deux paraly- 
tiques dont le liquide s’est montré virulent n'offraient rien de 
particulier au point de vue clinique : l’un dément, l’autre 
maniaque, leur sang et liquide céphalo-rachidien présentaient 
les altérations habituelles. De plus, les malades n'étaient pas 
en ictus au moment de la ponction. À remarquer que ni dans 
les liquides virulents, ni dans les autres, il ne fut possible de 
déceler Le spirochète à l'examen direct. 


* 
# x 


Il résulte de ces travaux (3) que dans la paralysie générale, 
quels que soient son aspect clinique, son évolution et sa gravité, 
l'agent pathogène de la syphilis existe dans l'écorce cérébrale, le 
sang et le liquide céphalo-rachidien. La présence du tréponème 
peut être décelée soit par examen microscopique (cerveau), soit 
par inoculation aux animaux, en particulier au lapin. Il s’agit 
donc de tréponèmes virulents, et ceci est vrai non seulement 
pour le germe présent dans le sang. et le liquide céphalo- 
rachidien, mais aussi pour le parasite qui infecte le cerveau 


(AY Vorx et Parrenuerm. K. K. Gesellschaft der Aerzle in Wien, 1918. 
(2) Auzr et Marrauscnek. K. K. Gesellschaft der Aerzte in Wien, séance 
| ] 


du 30 janvier 1914. Wien. klin. Wach., 1914, n° 5. 
(3) Du fait des circonstances créées par la guerre, il est possible que des- 
travaux se rapportant à cette question nous aient échappé. Nous prions les. 


auteurs d'excuser ces lacunes involontaires. 
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[injection au lapin d'émulsion cérébrale fraichement recueil- 
lie (1) (Noguchi, Uhlenhuth, Forster et Tomaczevski)]. 

Toutefois les résultats positifs sont loin d’être constants; leur 
rareté contraste plutôt avec le grand nombre d'examens et 
d’inoculations pratiquées par les divers auteurs. Citons, comme 
exemple, les cent trois injections réalisées par Valente sur le 
lapin, avec des émulsions de matière cérébrale recueillie par 
ponction in vivo ou post morlem; aucune n'aboulit à un succès 
manifeste. Cette rareté surprenante des résultats positifs paraît 
attribuable à plusieurs facteurs, dont les principaux sont : les 
imperfections de la technique, la réceptivité de l'animal d’expé- 
rience et surtout la virulence atténuée du «virus nerveux ». 
Examinons-les tour à tour : 

Que les techniques soient, et surtout aient été imparfaites, 
les progrès accomplis en ce qui concerne la découverte du 
tréponème dans l'écorce cérébrale Le prouvent assez. Au fur et 
à mesure que les procédés d'exploration se multiplient et que 
l’on abandonne l'examen post mortem, pour recourir à la recher- 
che sur le vivant, le nombre des succès augmente d’une façon 
frappante. Levaditi, Marie et Bankowski décèlent le tréponème 
chez presque tous les paralytiques morts en ictus (88,8 p. 100), 
eràce à la technique de l’examen à l'ultra-microscope, et con- 
cluent que le parasite existe d’une façon constante dans l'écorce 
cérébrale de ces malades. Cette conclusion est conforme à celle 
formulée six ans plus tard par Valente : le spirochète pullule 
dans l'écorce cérébrale de tous Les paralytiques généraux, quelle 
que soit l’évolution de leur maladie. 

Il est incontestable, d'autre part, que le lapin n'est pas un 
animal dont la réceptivité à l'égard du virus syphilitique égale 
celle de l’homme, des anthropoïdes, ou même des shniens 
inférieurs. On s’en aperçoit lorsqu'on tente la transmission de 
la syphilis à cette espèce animale, en partant du virus humain 
primaire ou secondaire. Beaucoup d'essais restent infructueux, 
et de fréquents passages sont nécessaires si l’on veut obtenir un 
virus fixe, transmissible à tout coup. 


(1) Rappelons à ce propos que Landsteiner et Poetzel ont été les premiers 
à provoquer l'apparition d'une lésion locale en inoculant à un singe de 
l'émulsion cérébrale fraichement recueillie chez un P. G. Centrabl. f. Bakt., 
Refit XET, 4908 pm 
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Reste à considérer la virulence particulière du éréponème 
nerveux; c'est là un problème de la plus haute importance et 
que nous trailerons en détail dans ce qui suit. 

Quoi qu'il en soit, on peut conclure, dès à présent, que la 
paralysie générale est liée à la présence constante du Treponema 
pallidum dans l'écorce cérébrale et à son existence fréquente, 
quoique très probablement intermittente et éphémère, dans le 
sang et le liquide céphalo-rachidien. 


* 


+ + 


Est-il possible de transmettre en série chez le lapin le virus 
de la paralysie générale? Nos essais ont été concluants à ce 
point de vue. 

Er effet, en partant du lapin n° 27, inoculé avec le sang du 
paralytique général La.…., il nous a été possible de réaliser trois 
passages consécutifs, du 26 mai 1913 au 29 juillet 1914. 


Nous avons vu que, chez Ie lapin n° 27, les premières manifestations 
scrotales ont débulé après une incubation de 127 jours. Deux jours après (le 
S novembre 1913), nous avons prélevé un fragment de lésion cutanée, et 
après l'avoir débité en morceaux d'environ un millimètre de diamètre, 
nous l'avons introduit au moyen d'une canule sous la peau du scrotum. 
Les cinq inoculations ont fourni toutes des résultats positifs, après une 
incubation variant entre 55 et 94 jours. Chez tous les animaux furent consta- 
tées des ulcérations papulo-squameuses contenant des tréponèmes:; ceux-ci 
furent décelés 94 et 100 jours après l'injection. 

Ce premier passage fut suivi d'un second, pratiqué en partant des lapins 
n° 23 et 26, le 16 février et le 3 avril 1914. La première série comportait 
quatre lapins, la seconde deux. 

a) Première série. — 3 résultats positifs, sur 4 inoculations, avec une incu- 
bation de 46 à 71 jours. Tréponèmes décelés 46, 46 et 77 jours après l'ino- 
culation. 

b) Seconde série. — 2 résultats positifs sur 2 inoculations, avec une incuba- 
tion de 49 et 60 jours. Spirochètes décelés le 59° et le 61e jour. 

Le troisième passage fut réalisé le 7 mai, en partant du lapin n° 80, sur 
4 animaux. Trois résultats positifs, après une incubation de 36, 43 et 
6 jours. Tréponèmes présents le 46° jour. 

Le quatrième et dernier passage fut fait en partant des lapins 77 et 
79, sur deux séries (3 et 6 animaux), le 26 juin et le 29 juillet 1914. 

Série À : (20 juin), insuccès complet, 

Série B : a dù être interrompue. 

En résumé : Il nous a élé possible de réaliser trois passages avec le virus de 
la paralysie générale, suivi d'un quatrième. Ce dernier dut être interrompu 
pour des motifs indépendants de notre volonté. Sur un total de 15 animaux, 
13 résultats positifs ont été enregistrés, soit un pourcentage de succès égal 
a 86 p. 100, La période d'incubation a varié entre 46 et 94 jours; elle fut en 
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moyenne de 55 jours. La durée de cette période nous a paru s’abréger sen- 
siblement, au fur et à mesure que le virus s'acclimatait sur le lapin, ainsi 
qu'il résulte des chiffres suivants : 


PÉRIODE D'INCUBATION MOYENNE. 


RTC ITU CNE NE ER ONE 63 jours 
Deuxième passage. . . . . ee D OIOUTS 
TroisteMme pHssage MINE TE SI, 41 jours 


Quoi qu'il en soit, cette durée fut manifestement plus longue que celle enre- 
gistrée lors de la transmission du virus syphilitique habituel au lapin. Ainsi, 
dans nos dernières tentatives, la période d'incubation n’a pas dépassé 
48 jours (expériences faites d'après la même méthode, avec du virus humain : 
chancre vulvaire, service de M. Ravaut). D'un autre côté, la transmission en 
série chez le iapin d'un virus adapté depuis longtemps à cette espèce 
animale, tel le virus de Truffi (v. plus loin), réussit en général après une 
période latente de 20 à 25 jours. 


CARACTÈRES SPÉCIFIQUES DU VIRUS DE LA PARALYSIE GÉNÉRALE 


Nous désirons insister tout particulièrement sur les caractères 
spécifiques du virus de la paralysie générale et sur les différences 
qui existent entre ce virus et celui de la syphilis habituelle, 
cutanée, muqueuse et viscérale. 

Une fois la conception de la nature syphilitique de la para- 
lysie générale, appuyée sur des données siatistiques et clini- 
ques, admise par la plupart des neuro-pathologistes, certains 
auteurs, surtout en France et en Allemagne, émirent l’hypo- 
thèse que le virus qi engendre la maladie de Bayle serait 
différent de celui qui provoque les accidents spécifiques habi- 
tuels. Ce virus se distingue par son affinité élective pour le 
système nerveux, cerveau ou moelle; il fut désigné par le 
terme « virus nerveux ». Suivant cette hypothèse, si un syphi- 
litique fait, au bout d'un certain nombre d'années, du tabes 
ou de la paralysie générale, c’est que, dès le début, il à été 
contaminé par celte variété sui generis du microbe de la 
maladie de Fracastor (nous dirions aujourd'hui variété de 
Treponema pallidum). Sur quoi cette hypothèse est-elle basée ? 

D'abord sur ce fait incontectable, mis en lumière par Four- 
nier, que /a syphilis débute et évolue, chez les futurs para- 
lytiques généraux et tabétiques, d'une façon plutôt bénigne. 
Elle est plus légère, en ce sens que l'accident primaire est 
fugace, les manifestations secondaires éphémères ou inexis- 
tantes, les lésions tertiaires cutanées et viscérales excessive- 
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ment rares. On peut objecter à cela la difficulté, souvent insur- 
montable, d'enquèêter sur les antécédents des paralytiques 
cénéraux déments, tant auprès d’eux qu'’auprès de leurs proches. 
Mais l’objection tombe devant les observations de Fournier, 
qui a pu suivre personnellement l'évolution de la maladie, 
depuis le chancre jusqu'à la péri-encéphalite, chez 83 para- 
lytiques. Parmi ces malades, 70 n'ont eu que très passagè- 
rement une roséole ou des plaques muqueuses, ou une alo- 
pécie, 8 des accidents secondaires moyens et 3 seulement des 
lésions lertiaires; enfin 2 paralytiques n'ont présenté, comme 
toute manifestation spécifique, que le chancre. Par contre, 
parmi 243 cas de syphilis grave, suivis pendant de longues 
années, aucun ne présenta plus tard des symptômes paraly- 
tiques ou tabétiques. Ce qui conduit Fournier à conclure que 
«les paralysies générales succèdent d’une façon très habituelle, 
quasi constante, à des syphilis de modalité bénigne » (1). 

Ces données, confirmées par d’autres savants, ont été inter- 
prétées en faveur de l’hypothèse d'un virus neurotrope, dont 
l'affinité pour le système nerveux est d'autant plus grande 
qu'est peu marquée sa prédilection pour l’ectoderme. Il est 
vrai que, d'après Fournier, les différences d'évolution mention- 
nées plus haut tiennent plutôt à ce que les candidats à la mala- 
die de Bayle deviennent paralytiques précisément parce que 
leur syphilis, ayant été passée inaperçue ou considérée comme 
légère, le traitement qu’on leur a fait subir avait été insuffisant. 
Mais, comme le remarquent A. Marie et Plaut, cette interpré- 
tation ne semble pas justifiée. Tout d'abord on possède des obser- 
valions de paralytiques ayant subi des traitements intensifs et 
répétés pendant l’évolution de leur syphilis (2); ensuite on sait 
que la maladie de Bayle est absente ou très rare dans les pays 
tropicaux, là où la vérole est grave et son (raitement pour ainsi 
dire inexistant (voir plus loin). 

Un autre argument invoqué en faveur de l'hypothèse neuro- 
trope est tiré de ce fait, universellement reconnu, que dans les 
pays tropicaux ou sous-tropicaux, là où la vérole cutanée, 
muqueuse et viscérale est des plus graves, où il n'est pas rare de 

1) Cité d’après PLaur. Allg. Zeitschr. f. Psychiatrie, t. LXVI, p. 340. Rapport 


au Congrès annuel des psychiatres allemands, avril 1909, Cologne et Bonn 
(2) A. Marie. Soc. de Méd. de Paris, avril 1908 
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voir des lésions tertiaires apparaître très tôt et des mantifesla- 
lions osseuses compliquer souvent cette évolution, le tabes et la 
paralysie générale sont inexistants, ou peu s'en faut. Le virus à 
affinité muco-cutanée paraît donc infiniment plus répandu 
dans ces contrées que le germe neurotrope. Il est vrai que, pour 
expliquer ce contraste, on a fait intervenir des particularités 
plus intimement liées à la race qu'au germe. Mais cette objec- 
tion n'est qu'apparente. 

En effet, on sait qu'en Europe la paralysie générale n’a été 
signalée fréquemment qu'après la fin du xvu° siècle (Plaut), 
cependant que l'apparition de la syphilis grave, épidémique, 
remonte à beaucoup plus loin. Il est donc probable que, chez 
l'européen, de longues années ont été nécessaires pour qu'une 
variété de tréponème à affinité nerveuse puisse se créer par 
voie d'adaptation et de sélection. Les races tropicales se 
trouvent donc actuellement à la même phase où étaient, il y 
a quelques siècles, les blancs d'Europe, alors que, comme 
aujourd'hui dans les tropiques, la vérole était d'une gravité 
exceptionnelle et cependant sans retentissement tardif sur le 
système nerveux central. 

Puis, il y a la syphilis nerveuse conjugale et familiale. Nom- 
breux sont les auteurs qui ont insisté sur ce fait que, lorsque la 
femme est contaminée par son mari, futur paralytique général, 
sa syphilis à elle montre une certaine tendance à se localiser 
dans le cerveau ou la moelle épinière. Nous ne citerons pas 
tous les travaux se rapportant à cette question. Rappelons 
cependant les observations publiées par Marie et Beaussart (1), 
concernant le matériel hospitalisé à l’Asile Villejuif de 1907 à 
1912. Ces auteurs publient 27 cas de syphilis nerveuse conju- 
gale. Dans 26 cas, le mari était atteint de la maladie de Bayle, 
une seule fois il s'agissait de démence syphilitique. Chez 
13 d’entre eux on a découvert des antécédents spéciliques, 
chez presque tous la réaction de Wassermann était positive. Or, 
la femme fut trouvée atteinte de paralysie générale, ou de signes 
précurseurs de la maladie de Bayle, ou encore de tabes, ou de sy- 
philis méningée. Dans onze cas, il s'agissait de paralysie générale 
confirmée, dans cinq autres de tabes incipiens, ou plus ou moins 


(1) Marre et BeaussarT. La Clinique, 3 février 1911, p. 75, n° 5. Ce travail a 
été complété par de nouvelles observations (A. MARIE). 
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avancé. Citons, comme exemple, quelques-unes des observa- 


tions de Marie et Beaussart : 
C2 


Ossenvariox [. — X... (entré le 7 avril 1907), quarante-neuf ans, paralytique 
général à la troisième période, syphilis à vingt-quatre ans. À vécu dix-huil ans 
avec sa femme, qu'il a contaminée; celle-ci est morte de P. G. en 1906. 


OBSsERVATION Il. — X.., trente-six ans (entré le 11 juillet 1906, paralytique 
général à la troisième période, syphilis en 1896. Femme conltaminée en 1897, 
syphilis méningée, Argyll, internée en 1908 pour P. G. 


OBservaTION HI. — X..., trente-deux ans (entré le 28 novembre 1908), para- 
lytique général à la troisième période, syphilis en 1897. À eu une première 
maîtresse qui a élé la contaminatrice de X..… Cette femme l’a quitté pour 
vivre avec le frère du malade, lequel a été contaminé à son tour et est 
devenu P. G. Elle a vécu avec un troisième amant, lequel est également 
paralylique général. La femme de X... est morle de P. G. 


OBsERVATION IV. — X.., quarante-huit ans (entré le 8 février 1910), para- 
lytique général à la deuxième période, syphilis en 1893. Femme ataxique depuis 
deux ans. 


Ajoutons une observation inédite (Levaditi) : 


OBsERvATION V. — X..., cinquante ans, paralytique général, mort deux ans 
après le début de sa maladie. Femme tabétique. 


Ilest donc hors de conteste que, dans un certain nombre de cas, 
l’un des conjoints étant paralytique général, l’autre fait à un 
certain moment une syphilis à localisation nerveuse. Les par- 
tisans de l'hypothèse du virus neurotrope interprètent ces faits 
en admettant que la vérole cérébrale ou médullaire d'un des 
conjoints est due à la transmission, de la part de l’autre, d’un 
tréponème dont l’affinité pour le système nerveux est particuliè- 
rement accusée. 

Toutefois, certains auteurs, entre autres Hubner et Plaut, 
objectent à cette façon de voir la rareté de la syphilis neuro- 
trope conjugale. Les observations sont, en effet, assez clair- 
semées, ce qui paraît surprenant, étant donnée la fréquence de 
la maladie de Bayle. Cette objection ne nous semble pas cepen- 
dant irréfutable. Tout d’abord, avec Nonne (1), il y aurait lieu 
de tenir compte d’une certaine prédisposition innée chez la 
femme, ou d'un affaiblissement acquis de ses centres nerveux, 
les rendant plus susceptibles à fixer le virus neurotrope. Ensuite 


(4) Noxxe. Cité d’après PLaur, Syphilis und Nervensystem. 
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les observations de syphilis nerveuse conjugale deviennent 
plus fréquentes, au fur et à mesure que l’on se donne la peine 
de les dépister. 

Quant à la vérole neurotrope familiale, elle est moins pro- 
bante, au point de vue qui nous intéresse. En effet, il résulte, 
de la statistique publiée par Marie et Beaussart, que la plupart 
des descendants des paralytiques généraux étaient atteints de 
débilité mentale, de dégénérescence, d’imbécillité, de mélan- 
colte, d’idiotie, d’épilepsie, par conséquent de manifestations 
dont le rapport direct avec la syphilis est loin d’être établi. Un 
seul, parmi eux, était hérédosyphilitique et paralytique géné- 
ral (fille de père et mère paralytiques). 

Enlin, on a invoqué en faveur de la théorie neurotrope l'ap- 
parilion du tabes et de la maladie de Bayle chez des sujets 
contaminés à la même source, par un même virus à affinité 
nerveuse. Si les observations de ce genre sont peu nombreuses, 
elles n'en sont pas moins suggestives. 

En voici quelques-unes : 

Erb cite cinq hommes, non apparentés, qui se sont infectés 
à la suite de rapports avec la même prostituée et qui sont deve- 
nus paralytiques ou tabétiques. Nonne parle de trois amis qui 
sont devenus syphilitiques après avoir été en contact, la même 
nuit, avec une fille publique; l’un d'eux eut le tabes et les deux 
autres la maladiede Bayle. Brosius observesept souffleursde verre 
contaminés par un de leurs camarades, en se servant du même 
chalumeau (infection buccale): deux devinrent paralytiques, 
deux autres tabétiques, dix ans après. Babinski mentionne l’his- 
toire de deux étudiants, liés par un certain degré de parenté, 
qui furent syphilisés en mème temps par une maîtresse com- 
mune et qui devinrent paralyliques généraux quinze ans après. 
De son côté, . Mott observe deux frères de lait infectés par 
leur nourrice, atteints tous deux de méningo-encéphalite spé- 
cifique. Nous trouvons dans les observations recueillies par 
Marie et Beaussart de nouveaux faits du même genre. Il s'agit 
de deux jumeaux contaminés par une même maitresse, devenus 
paralytiques généraux en même temps et de deux autres frères 
infectés à la même source, dont l’un devint tabétique et l'autre 
paralytique. 

Enfin, on cite souvent les faits relatés par Morel-Laval- 
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lée (1). « En mai 1870, une fille, Marthe X..., âgée de dix- 
huit ans, contracte la syphilis et la transmet à son amant A..., 
étudiant en médecine, âgé de vingt-deux ans. Ce dernier se 
sépare d'elle, néglige tout traitement pendant le siège et con- 
tinue ses études médicales. Au bout de trois ans, à la veille de 
terminer ses études, il est pris de douleurs de tête violentes. 
Son caractère s’aigrit, il ne peut plus supporter aucun bruit, 
ne veut plus voir personne, pousse des cris, maigrit. Sur les 
conseils du D' Duguet, qui diagnostique une méningite syphili- 
tique. il quitte Paris et meurt au bout de deux mois. 

« En 1871,la même Marthe X... devient la maîtresse d’un 
deuxième étudiant en médecine B..., à qui elle communique la 
syphilis. Au bout d'un mois à peine, elle quitte B... pour un de 
sesamis C... et vit maritalement avec ce dernier pendant près de 
quatre ans; pendant cette période elle fait deux fausses couches. 
Neuf ans après, C... commence à déraisonner, devient triste, 
sa parole s’embarrasse, il a des terreurs, pas de délire bien 
franc. Le médecin aliéniste de l’Asile de la Lozère diagnos- 
tique paralysie générale progressive. Mort en 1882. 

« Quant à B...,1il se marie et a deux enfants vivants et ro- 
bustes. Au bout de quinze ans, il commence à délirer, veut tuer 
ses enfants, est interné à Charenton, avec le diagnostic para- 
lysie générale, et meurt en 1888. » 

De ces trois malades, aucun ne s'était soigné d'une facon 
sérieuse. Morel-Lavallée à appris plus tard que la mème fille 
Marthe avait contaminé un pharmacien D..., décédé de para- 
lysie générale en 1890, et E..., ingénieur, mort de folie syphi- 
litique. 

Le même auteur cite deux autres observations, non moins 
intéressantes, relatées par W. B. Goldsmith, en 1885 
le mari et sa femme contractent tous deux la syphilis et 
sont atteints de P. G. huit ou dix ans plus târd. Un homme 
devient syphilique et transmet la maladie à sa femme, ainsi 
qu'à sa belle-sœur, âgée de seize ans, qui demeurait avec 
eux. Le mari devint paralytique général six ans après la con- 
tamination, la femme huit ans après et la belle-sœur sept 
ans après (à l’âge de vingt-trois ans). 


(1) Morec-LavaLLée, Paralysie générale et syphilis. Revue de Médecine, 1893. 
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On parle également du cas suivant : vers 1886, à Alger, 
quatre zouaves sont syphilisés le même jour par la même 
femme et acquièrent d'emblée une syphilis grave. Deux sont 
morts à Alger même, en moins de deux ans; le troisième suc- 
combe à Paris, la troisième année, de paralysie générale à 
marche rapide; le quatrième, de tabes avec cécité (service de 
Rendu, à Necker). 

Ces faits, quoique peu nombreux, tendent à prouver qu'un 
méme virus, puisé à la même source, provoque tôt ou tard, chez 
des sujets n'offrant aucun lien de parenté, des lésions nerveuses, 
tabes ou paralysie générale. De à à admettre qu'il s’agit d’une 
variété à part de tréponème à aflinité neurotrope spécifique, 
différent du spirochète qui engendre la syphilis habituelle, il 
n'y a qu'un pas. Il fut franchi par des observateurs tels que 
Erb, Nonne, Mott, devenus partisans de l'hypothèse du neuro- 
tropisme, longtemps avant la découverte du Treponema palli- 
dum et sa constatation dans la corticalité cérébrale, le sang et 
le liquide céphalo-rachidien. 

Cette hypothèse est cependant loin d’être admise unanime- 
. ment. On en trouvera la critique dans Le rapport de Praur (1), 
crilique basée surtout sur le petit nombre d'observations pro- 
bantes et sur l'explication que l’on peut en donner en faisant 
intervenir la simple coïncidence. PLAuT en propose une autre, 
à notre avis moins plausible, et qui peut être résumée ainsi : 
les candidats à la paralysie générale et au tabes sont des sujets 
qui, dès le début, ont une facon anormale de réagir à l'égard du 
virus syphilitique habituel, le seul existant d’ailleurs. C'est, 
comme on le voit, attribuer un mécanisme singulièrement 
obseur à des phénomènes qui s'éclaircissent autrement mieux 
à la lumière de la conception neurotrope. D'ailleurs, Le fait que 
les observations venant à l'appui de cette conception sont en 
nombre relativement restreint ne prouve rien; ces observations 
constituent quand même un faisceau de preuves qui n'est 
pas négligeable et qui rend fort probable l'hypothèse du neuro- 
tropisme. Et d’ailleurs, seule l’expérimentation peut préciser la 
part de vérité que contient cette hypothèse. Que nous apprena- 
elle à ce sujet? 


(1) PLaUT, déjà cité. 
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Nous trouvant en possession de deux virus syphilitiques 
transmissibles en série chez le lapin, l'un provenant d’un sujet 
atteint de syphilis cutanée et muqueuse (virus de Truffi), 
l'autre de la paralysie générale, il nous a été possible de les 
comparer et de vérifier ainsi expérimentalement l'hypothèse du 
neurotropisme. Pour la commodité de l'exposition, nous appel- 
lerons le tréponème de la paralysie générale : virus neurotrope 
(V. N.)et le spirochète de la syphilis habituelle : virus dermo- 
trope (V. D.). 

Nous avons exposé au début de ce mémoire l'histoire de 
notre virus neurotrope; quelques mots au sujet du virus der- 
motrope dont nous nous sommes servis sont nécessaires : 

Virus de Trufli (V. dermotrope) : Ce virus à été obtenu en 
juin 1908, par M. Truffi (1), en inoculant « dans le testicule 
du lapin de la sérosité obtenue par compression d’un chancre 
âgé de quatorze jours. Le chancre siégeait sur le prépuce, était 
typique, mesurait un centimètre et demi de diamètre. Après 
une incubation d'environ soixante jours, un syphilome fut 
constaté sur la peau du scrotum. Présence de tréponèmes ». 

Il s’agit donc d'un virus ayant, comme source, un accident 
primaire humain et qui fut entretenu pendant six ans par des 
passages réquliers sur le lapin. Nous le possédions au labora- 
toire depuis environ trois ans. Les passages étaient effectués 
de la manière suivante : dès que le chancre scrotal offrait un 
développement suffisant (1 à 2 centimètres de diamètre), on 
l'excisait et débitait en tous petits fragments de 1 millimètre 
de diamètre environ. Ces fragments étaient introduits au 
moyen d'une canule, sous la peau du scrotum du lapin (mème 
procédé que pour la greffe du cancer expérimental). 

Après une période d’incubation assez courte (deux à trois 
semaines), le greffon inoculé se développe rapidement, adhère 
d'une part à la vaginale, d'autre part au scrotum et commence 
à s'ulcérer. Il se forme ainsi un chancre de dimensions parfois 
considérables; son diamètre atteint le plus souvent 1 à 3 centi- 
mètres; sa base est indurée, cartilagineuse, la partie ulcérée se 


Lettre de M. fruffi, datée du 25 mai 1914. 
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couvre de croûtes, L'examen à l’ultra-microscope montre, dès 
le début, de très nombreux tréponèmes. 

Cette lésion primaire, qui apparaît rapidement et qui guérit 
également avec rapidité (deux à trois semaines), laisse après 
elle une cicatrice pigmentée. Nous n'avons jamais constaté de 


récidives, ni de généralisation, contrairement à Arzt et Mat- 
tauschek. 


COMPARAISON DES DEUX VIRUS, DERMOTROPE ET NEUROTROPE 


Nos études nous ont montré que les deux virus, dermotrope 
et neurotrope, loin d’être identiques, offrent des dissem- 
blances marquées. Ces dissemblances sont de nature biolo- 
gique et anatomo-pathologique. Examinons-les en détail : 


1° Période d'incubation. — La période d’incubation qui pré- 
cède l’éclosion des lésions provoquées par le virus neurotrope 
est particulièrement longue. Ainsi que nous l'avons montré 
précédemment, cette période, lors de la première inoculation, à 
été de cent vingt-sept jours (plus de quatre mois). Plus tard, au 
fur et à mesure que les passages étaient effectués, cette durée 
devint plus brève; toutefois, des incubations de 55, 60, T7 et 
94 jours furent relativement fréquentes, et, même au troi- 
sième passage, les lésions n’apparurent pas avant cinq ou 
six semaines. Il en est de même de la durée de la période 
latente. des lésions observées par d’autres auteurs, en inocu- 
lant au lapin le virus de la paralysie générale et du tabes, 
puisé dans le cerveau et le sang. Ainsi, dans les deux cas 
positifs de Noguchi, cette durée a été de quatre-vingt-sept et 
cent deux jours (virus cérébral de P. G.), dans ceux de Graves 
(virus sanguin), de sept à neuf semaines. 

Par contre, l’incubation, lorsqu'il s’agit du virus dermotrope, 
est de beaucoup plus courte. En ce qui concerne la trars- 
mission directe de l’homme au lapin, nous venons de voir 
que la période latente, pour le virus de Truffi, a été d'environ 
sir semaines (au lieu de plus de quatre mois, dans notre cas). 
Elle fut de quarante-huit jours dans la série dont nous nous 
servons actuellement (virus Ravaut). D'un autre côté, tandis 
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que, lors des passages consécutifs, l'incubation pour le virus 
Truffi (dermotrope) s'abrège, au point qu'elle ne dépasse pas. 
quinze jours, cette incubation reste plus longue avec le trépo- 
nème neurotrope (43, 46, 49, 60 et 77 jours dans nos expé- 
riences). 

On pourrait objecter que la durée exceptionnellement longue- 
de l’incubation pour le virus de la paralysie générale est due, 
non pas à des qualités inhérentes au germe, mais au nombre. 
restreint des spirochètes qui circulaient dans le sang injecté. 
Nous ne pensons pas que cet argument soit valable. En effet, 
lorsque, au lieu de sang, on inocule de la matière cérébrale, 
ainsi que l’a fait Noguchi, on constate la même lenteur dans. 
l'éclosion des lésions. Or la matière cérébrale renferme par- 
fois autant de tréponèmes, sinon plus, qu'il y en a dans un 
suc de chancre ou dans un fragment de plaque hypertro- 
phique. D'un autre côté, dans les lésions de P. G. expéri- 
mentale qui ont servi à nos passages, le nombre des spiro- 
chètes était considérable, et cependant la durée de la période. 
d'incubation restait quand mème supérieure à celle enre-- 
gistrée avec le virus de Truffi. 

Il y a donc lieu de conclure que /a durée de la période d'incu- 
bation pour le virus neurotrope inoculé au lapin, qu'il s'agisse de 
la première transmission (origine humaine), ou de passages 
ultérieurs, est sensiblement supérieure à celle qui précède l'éclo- 
sion des accidents engendrés par le virus dermotrope. 


2° Aspect des lésions. — «&) AU POINT DE VUE MACROSCOPIQUE : 
Le virus neurotrope engendre chez le lapin des lésions essen- 
liellement superficielles, érosions plus ou moins étendues, cou- 
vertes de squames et entourées d’une zone d'infiltration der- 
mique (Voy. fig. 1 et PI. VIII, fig. 8 el 9). Jamais nous n'avons 
observé, pendant les treize mois que nous avons conservé notre: 
virus, des accidents locaux comparables, même de loin, à 
ceux provoqués par le virus dermotrope (Truffi ou Ravaut). 
À aucun moment nous n'avons remarqué les lésions ulcé- 
reuses, indurées, à base cartilagineuse, couvertes de croûtes,. 
intéressant à la fois le scrotum et la vaginale, qui caractéri- 
sent le virus de Truffi (Voy. fig. 2 et PI. VIII, fig. 7). Il ne 
s'agissait pas non plus du nodule profond, adhérent à la vagi- 
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nale, devenant de plus en plus superficiel, envahissant la peau 
et s'ulcérant finalement, que nous voyons dans notre série 
actuelle de syphilis expérimentale du lapin. 

b) Au POINT DE VUE MICROSCOPIQUE : Les allérations provoquées 
par le vèrus neurotrope sont constituées par un épaississement 
dermique et une infiltration à mononucléaires et à plasma- 


Fic. 1. 


zellen, ayant comme siège les papilles et les zones toutes 
superficielles du derme. L’épiderme est en voie de desquama- 
tion ; il finit par s’ulcérer et l'ulcération a comme base les 
zones dermiques les plus proches de la couche de Malpighi. On 
constate peu de lésions d’endartérite, mais une péri-vascularite 
intense, sans obstruction des vaisseaux; ceux-ci sont dilatés 
(Voy. PL VIIT, fe.:4, 5ett6)° 

Par contre, dans le chancre engendré par le virus Trufli, 
l'infiltration et J’endartérite sont de beaucoup plus marquées, 
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l’'envahissement des tissus profonds plus intense. Toute une 
partie macroscopiquement cartilagineuse, et qui constitue la 
base indurée du syphilome, montre des altérations vasculaires, 
des foyers d'infiltration à mononucléaires, des néo-formations 
conjonctives, aussi marqués que dans le plus induré des 
chancres humains (Voy. PI. VIIL, fig. 1 et 3). 

Enfin, ce qui est frappant, c’est la différence dans la {opogra- 
pluie des tréponèmes, constatée sur coupes imprégnées à l’ar- 
gent. 

Dans les lésions à virus neurotrope, les spirochètes montrent 
une affinité toute particulière pour les épithéliums de la couche 
de Malpighi (Voy. PI. VIIL, fig. 2). Les parasites pullulent de 
préférence au niveau des cellules épithéliales de l’épiderme, 
dissocient ces cellules, principalement celles de la couche 
basale et semblent même les pénétrer. Par contre, dans le 
chancre de Truffi, les tréponèmes, en plus -grand nombre, sont 
répandus un peu partout. Ils se multiplient surtout dans les 
zones dermiques infiltrées et autour des vaisseaux; leur topo- 
graphie est la même que celle observée dans les syphilomes 
primaires humains, décrite par l’un de nous, en collaboration 
avec Roché (1). 

En résumé, tant au point de vue macroscopique, qu'au point de 
vue des caractères microscropiques et de la topographie des trépo- 
nèmes, des différences frappantes existent entre les lésions pro- 
voquées chez le lapin par le virus neurotrope et celles engen- 
drées par le virus de la syphilis habituelle. Le tableau ci- 
dessous résume ces différences : 


VIRUS NEUROTROPE. VIRUS DERMOTROPE. 


MACROSCOPIQUEMENT : 
Érosionspapulo-squamenuse 12-47 LE... Chancre induré. 
MICROSCOPIQUEMENT : 
Epiderme.— Erosion, desquamation, lulcération légère. Ulcération profonde. 
Derme.— Lés.vasculaires, pas d'endartérite, périartérite Endo-et périartérite. 


Infiltrahon =Peuraccuséer EU... COMINC EL Intense. 
Néoformation conjonct. — Nulle . ….. . . . . . . . . . Intense. 
Dislrib. des tréponèmes. — Couche épithéliale . . . . . Couches profondes, 


Ajoutons que d’autres auteurs ont également constaté les 


(1) Levanrri et Rocné. La Syphilis, Paris, Masson (1909), 


ÉTUDE SUR LE TRÉPONÈME DE LA PARALYSIE GÉNÉRALE 761 


caractères particuliers des altérations provoquées par le virus 
de la paralysie générale. Ainsi Volk et Pappenheim, de même 
que Artz et Mattauschek (1), ont obtenu des e/florescences papu- 
liformes, en inoculant au lapin le liquide céphalo-rachidien des 
paralytiques, et non pas le chancre induré consécutif à l'injec- 
tion du virus dermotrope à la même espèce animale. , 


Fic. 2. 


3 Évolution. — Le virus neurotrope se distingue du trépo- 
nème de la syphilis habituelle par le fait que /es altérations 
qu'il provoque chez le lapin ne quérissent qu'avec une*extréme 
lenteur. Chez ceux de nos animaux conservés jusqu’à leur gué- 
rison définitive, toute trace de manifestation locale n'avait 
définitivement disparu qu'après 89, 114, 161, 169, 195 jours 
ou plus. Cette durée est donc sensiblement plus longue que 


(1) Déjà cités. 
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celle du chancre scrotal de Truffi, du moins dans la généralité 
des cas. 


L° Virulence. — Mème différence frappante en ce qui con- 
cerne le pouvoir pathogène des deux virus pour des espèces 
animales autres que le lapin. Nous avons éludié ce pouvoir en 


F1c. 3. 


expérimentant sur les singes inférieurs et sur le chimpanzé ; un 
accident de laboratoire nous a fourni l’occasion, aussi regret- 
table qu'utile, d'apprécier la virulence des germes pour l'homme. 
Voici les détails de nos constatations : 


Î. — Virus DERMOTROPE (TRUFFI). 
19 SINGES INFÉRIEURS. — Macaccus cynomolgus n° 713 : Inoculé par scarifica- 


tion aux arcades sourcilières, le 19 novembre 1943, avec du suc prélevé sur 
un chancre scrotal (lapin n° 19). Présence de très nombreux tréponèmes 
iobiles. Le 15 décembre, après une incubation de vingt-six jours, macules 


roll: 


iges à l'endroit de l'inoculation. La lésion s'ulcère le 16 et le 17 décembre 
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{présence de tréponèmes). Elle guérit le 26 décembre. Durée totale : onze jours. 

Macaccus rhesus n° 464 : Inoculé au même moment, de la même manière. 
Apparition de papules à l'endroit scarifié, le 14 décembre, après une incuba- 
lion de vingt-cinq jours. Le 16 décembre, belle lésion papulo-croûteuse bila- 
térale (Voy. fig. 3). Très belles papules couvertes de croûtes le 7 janvier 1944 
(Voy. fig. 4). Présence de tréponèmes mobiles. Guérison complète le 0 janvier, 
après lrente-sept jours. 


Macaccus rhesus n° 733 : Inoculé le 7 février 1914 avec du suc du chancre 


Fic. 4. 


du lapin n° 73 D, par scarification bilatérale à l'arcade sourcilière. Vingt- 
quatre jours après, nodule rougeâtre à droite; ulcération assez étendue le 
38° jour. Guérison partielle le 11 mai. Mort accidentellement. 


20 SINGES ANTHROPOÏDES. — Chimpanzé Hélène : Inoculé le 19 novembre 1913 
avec du suc de chancre riche en tréponèmes, provenant du lapin n° 19, 
Début de la lésion locale le 3 janvier 1914, soit après une incubalion de qua- 
rante-cinq jours, sous la forme d’une rougeur, accompagnée de gonflement 
des arcades. Le 6 janvier, petites excoriations couvertes de croûtelles, sur- 
tout du côté gauche. Même état le 7 et 8 janvier (Voy. fig. 5). Le 12 janvier, 
lésions ulcéreuses bilatérales, à base indurée. Ces lésions s'accentuent le 
5 février et se transforment en deux chancres typiques (Voy. fig. 6). Elles 
persistent le 15 mars et ne guérissent que longtemps après (durée de plus 
de cent seize jours). 
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30 INFECTIOSITÉ POUR L'HOMME. — Une personne, parmi celles qui ont pris part 
à ces recherches, s'infecte accidentellement par piqûre le 7 janvier 1914, 
avec du suc provenant du chancre du lapin n° 14 D, suc contenant de très 
nombreux tréponèmes mobiles. La piqûre avait comme siège le dos de la 
main. Le 20 janvier, soit treize jours après, l'examen du sang fournit un 
Wassermann négalif. Aucune lésion locale jusqu'au 31 janvier. À ce moment, 
on constate une macule légèrement érythémateuse, devenue nettement 
papuleuse le 7 février, trenle et un jours après l'accident. Cette papule, légè- 


Frs. 5. 


rement indurée, est couverte de squames au centre (Voy. fig. 7}. Wassermann 
négatif. Absence de ganglions et de manifestalions secondaires. La lésion 
conserve le même aspect le 24 février el ne pâlit que vers le 10 mars, soit 
trente-huit jours après le début. La réaction de Wassermann devient positive 
le 10 mars (elle élait négative le 24 février), soit trenle-huil jours après les 
premiers indices de manifestation locale. Guérison complète le 24 mars (à ce 
moment on ne constate qu'une simple tache pigmentaire). La lésion, exa- 
minée à plusieurs reprises, s’est montrée riche en tréponèmes. Le sujet a 
été suivi de près pendant plus de six mois. 4 aucun moment il n'a présenté 
des manifestations secondaires cutanées ou muqueuses. Sa réaction est restée 
positive pendant tout le temps de l'observation (elle l'était encore le 16 juin). 


Il résulte de ces constatations que le virus dermotrope conserve 
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sa virulence pour les simiens inférieurs et les singes anthro- 
poïdes, même après un très grand nombre de passages sur le 
lapin, effectués pendant la période de six ans écoulée entre 1908 
et 191%. 7 continue à étre pathogène pour l'homme, malgré son 
adaptation sur le lapin, ainsi que le prouve l'accident regret- 
table dont nous venons d’énoncer l’histoire (1). 


FIG. 6: 


Toutefois cette pathogénéité parait être atténuée pour l'espèce 
humaine, si l'on tient compte de la légèreté de la lésion locale, 
de l'absence d'engorgement ganglionnaire et de l'apparition tar- 
dive de la réaction de Wassermann dans le sang (2). 

Etant donnée la virulence marquée, quoique atténuée, du 
virus dermotrope pour les singes et l'homme, il était du plus 
haut intérêt d'apprécier cette virulence pour les paralytiques 

(1) Un accident semblable a été signalé en Allemagne. 


(2) On sait (Levaprrr, Ravaur et YaMANoucur) que la réaction de Wassermann 
devient positive environ 15 jours après l'apparition du syphilome primaire. 
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généraux à antécédents syphililiques incontestables, à réaction 
de Wassermann positive dans le sang et le liquide céphalo- 
rachidien. Forts des résultats négatifs fournis par deux inocu- 
lalions consenties, faites sur d'anciennes syphilitiques, nous 
avons réalisé, après avoir pris conseil de notre maître, le 
D' Roux, deux déterminations de virulence sur des paraly- 
tiques généraux, non internés, à la dernière période. II s’agis- 
sait de contrôler ainsi, avec notre virus de passage, les consta- 
tations déjà anciennes de Krafft-Ebing (1), concernant la non- 
transmissibilité de la syphilis aux paralytiques généraux. Voici 
le détail de nos observations : 


OzservarioN I. — X..., 50 ans, antécédents spécifiques, atteint de paralysie 
générale : démence, inconscience, euphorie, embarras de la parole; satur- 
nisme. Inoculé par scarification au bras droit le 6 mars 1914 avec le virus 
Truffi, provenant du lapin 59/1. Présence de nombreux tréponèmes très 
mobiles. Réaction de Wassermann positive avant l’inoculation (sérum et 
liquide céphalo-rachidien), ainsi que le 22 avril et le 13 mai 1914. Léger éry- 
thème à l'endroit inoculé, le 12 mai (sixième jour), disparaissant quelques 
jours après. Absence de tréponèmes. Observé pendant soixante-seize jours, 
ce malade n'offrit aucune autre manifestation générale ou locale. 


OBSERVATION II. — Y..., 49 ans, syphilis en 1885, femme morte de P. G. 
Atteint de paralysie générale : incohérence, euphorie, dysarthrie, inégalité 
pupillaire. Wassermann positif le 13 mai 1919. Inoculé par scarification au 
bras droit, le 6 mai 1914, avec le virus Truffi provenant du lapin 59/1. Pré- 
sence de nombreux tréponèmes. Réaction de Wassermann positive avant 
l'inoculation (sérum et liquide céphalo-rachidien). Le 6° jour, érythème le 
long des stries, avec très légère infiltration sous-jacente. Absence de trépo- 
nèmes. L'érythème disparait totalement le 7° jour. Observé pendant soixante- 
seize jours. Aucune manifestation ni locale, ni générale. 


Ces deux inoculations de contrôle montrent que /e virus der- 
motrope de passage (virus Truffi), pathogène pour le lapin, les 
simiens inférieurs, les anthropoïdes et l'homme (pathogénéité 
alténuée), est totalement dépourvu de virulence pour les para- 
lytiques généraux à réaction de Wassermann positive. Ces 
données, conformes à celles de Krafft-Ebing, prouvent que es 
sujets atteints de la maladie de Bayle, porteurs de tréponèmes à 
localisation cérébrale et sanguine, offrent une immunité cuta- 
née marquée vis-à-vis du virus dermotrope de passage. 


U) Krarrr-Esxc. Congrès de Moseou, 1897. 
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IT. — Virus NEuROTROPE (Levapiri et MaRiE). : 


19 VIRULENCE POUR LES SINGES INFÉRIEURS. — Macaccus rhesus n° 748 : Inoculé 
par scarification aux deux arcades sourcilières, avec du suc provenant des 
lapins 21, 24 et 26, porteurs de lésions à virus neurotrope (premier passage). 
Le suc renferme de nombreux tréponèmes mobiles. Aucune manifestation 
générale ni locale pendant les cinquante-quatre jours d'observation. 

Macaccus rhesus n° 749 : Inoculé au même moment et de la même manière 
que le précédent. Méme résultat négalif après cent vingt-Sept jours. 


20 SINGES ANTHROPOÏDES. — Chimpanzé Thérèse : Inoculé au même moment et 
de la même manière que les précédents. Aucune munifestlation ni locale, ni 
générale. 


IL résulte de ces expériences que, contrairement au virus 
dermotrope, le germe neurotrope de la paralysie générale est 
dépourvu de virulence pour les singes inférieùrs et les anthro- 


Fic. 1. 


poïdes, lorsque, après un seul passage sur le lapin, on  inocule 
par scarification cutanée à ces espèces animales. À remarquer 
que le premier de ces virus est encore manifestement patho- 
gène, malgré ses innombrables passages sur le lapin, tandis 
que le tréponème de la paralysie générale est inoffensif, dans 
les mêmes conditions, quoiqu'il n’ait subi qu’un seul passage. 

En présence de ces constatations, il devenait éminemment 
important de savoir ce qui arriverait si on inoculait notre 
virus neurotrope par voie cutanée à l'homme. L'absence de tout 
pouvoir pathogène manifeste pour les singes inférieurs et les 
anthropoïdes détermina un des collaborateurs qui ont participé 


à ces recherches de se prêter à l'expérience. Voici le résultat 
enregistré : 


X..., aucun antécédent syphilitique, réaction de Wassermann négative. Le 
10 mars 191%, on procède à l'inoculation par searificalion au bras droit, avec 
le suc riche en tréponèmes prélevé sur le lapin n° 24 (premier passage). 
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Aucune réaction ni générale ni locale pendant de longs mois d'observation. 
R. de Wassermann négatif le 43° jour. Actuellement, cinq ans après cette 
tentative, le sujet ne montre aucun trouble pouvant être attribué à l'ino- 
culation du virus neurotrope. La réaction de Wassermann élait encore négalive 
le 10 septembre 1913. 


Cette expérience montre que le virus neurotrope de passage 
(lapin), inoculé par scarification cutanée, est dépourvu de 
virulence non seulement pour les singes inférieurs et les anthro- 
poides, mais aussi pour l'homme. 

A fortiori, est-il non virulent pour les paralytiques généraux 
en puissance d'infection et à Wassermann positif dans le sang 
el le liquide céphalo-rachidien. C'est ce que prouvent les obser- 
vations suivantes : 


O8sERvATION Ï. — X... (Voy. observation page 766). Inoculé par scarification 
au bras gauche avec du virus neurotrope pris sur le lapin n° 80 F (2° pas- 
sage), le 6 mai 1914. Léger érythème pâle le 6° jour. Cet érythème disparait 
quelques jours après. Aucune manifestation locale el générale dans la suite. 

Osservariox II. — Y.. (observation page 766). Inoculé au même moment, de 
la même manière. Même résullat négatif (1). 


Coxczusioxs. — Des différences fondamentales existent entre 
le virus dermotrope et neurotrope de passage, en ce qui con- 
cerne leur virulence pour les singes inférieurs, les anthro- 
poïdes et l’homme. Déjà d’une pathogénéité inégale pour le 
lapin, en ce sens que le germe neurotrope engendre des lésions 
apparaissant tardivement, à intensité modérée, à évolution 
lente, par conséquent dénotant une virulence moins marquée 
que celle du virus dermotrope, ces deux virus sont encore plus 
dissemblables lorsqu'on considère leur activité pathogène pour 
le singe et l'homme. Tandis que le tréponème de la syphulis 
habituelle engendre chez les simiens inférieurs et le chimpanzé 
un chancre spirochétien typique, et provoque chez l'homme une 
lésion locale papulo-squameuse à tréponèmes, non accompagnée 
de manifestations générales, mais suivie d'un Wassermann 
positif, quoique tardif, le germe de la paralysie générale, ino- 
culé de la même manière, se montre totalement inoffensif. 


(1) Quelques essais d’'inoculalion du virus neurotrope sous la dure-mère 
et dans le cerveau du singe et du lapin, faits en 1914, sont restés infruc- 
lueux. De nouvelles expériences sont actuellement en cours. 
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Les différences entre les deux tréponèmes, manifestes lors- 
qu'on considère leurs propriétés pathogènes pour le singe et 
l’homme, deviennent plus frappantes encore quand on réalise 
des expériences d'immunité croisée chez le lapin. 

Nous nous sommes inspirés des études sur l’immunité croisée 
entreprises avec le spirille des diverses fièvres récurrentes, 
africaine, américaine et européenne. Ces études ont montré 
que malgré la ressemblance morphologique entre les germes 
qui engendrent ces fièvres récurrentes et le même aspect cli- 
nique de la maladie, les spirilles qui les provoquent ne sau- 
raient être considérés comme identiques. En effet, les animaux 
qui guérissent de la récurrente africaine et acquièrent ainsi 
une immunité solide contre le spirille de cette infection conti- 
nuent à être sensibles à l'égard du virus de la récurrente amé- 
ricaine ou européenne. Les germes qui engendrent ces spiril- 
loses, tout en appartenant au même groupe, doivent donc être 
considérés comme des variétés à part. 

Or on sait que les lapins qui guérissent de la syphilis 
expérimentale due au virus syphilitique de passage (dermo- 
trope) deviennent réfractaires à l'égard d'une seconde ino- 
culation d'épreuve. Si les deux tréponèmes, celui de la syphilis 
habituelle et le neurotrope étaient identiques, cet état réfrac- 
taire devrait se manifester, non seulement à l'égard du germe 
dermotrope, mais aussi vis-à-vis du spirochète de la paralysie 
générale. Que cette immunité croisée ne s'exerce pas, qu'en 
d'autres mots les lapins quéris du virus de Truffi et vaccinés 
contre ce virus contractent les altéralions papulo-squameuses de 
la paralysie générale et inversement, on sera autorisé à con- 
clure en faveur de la dissemblance biologique des deux para- 
sites, Que répond l'expérience à ce sujet? 


ExPÉRIENCE I. — On se sert de deux lapins guéris, l’un d’un chancre Truffi, 
l'autre des lésions papulo-squameuses provoquées par le tréponème de la 
paralysie générale. 

Lapin Truffi n° 65 F. — Inoculé le 3 janvier 1914, chancre bien développé 
le 3 février. Guéri Le 3 avril. 

Lapin P. G., n° 24 F (premier passage). — Inoculé le 8 novembre 1913, 
lésions papulo-squameuses le 10 février 1914. Guéri après le traitement par 
le 606, le 20 février. 
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Le 3 avril 1914, on inocule le lapin n° 65 F (Truffi) et deux témoins (63 I et 
64 I) avec du virus P. G. (lapin 26 E); on pratique la même inoculation au 
lapin n° 24 E (P. G.) avec du virus Truffi, prélevé sur le lapin de pas- 
sage 86 H (tréponèmes très nombreux), en même temps qn'à quatre témoins 
(59, 60, 61 et 62). 

RésuLrar. — Témoins : a) Série Taurri. — Chancres de dimensions inégales, 
mais prononcées, après une incubation de vingt-trois jours. Présence de, 
nombreux tréponèmes. 

b) Séme P. G. — Lésions papulo-squameuses avec tréponèmes, après une 
incubation de quarante-neuf et soixante jours. 

Lapin n° 24 E, vacciné contre P. G., contracte la syphilis Truffi (beau chancre 
spirochétien) après une incubation normale de vingt-lrois jours. 

Lapin n° 65 F, vacciné contre Truffi, montre des lésions papulo-squameuses 
caractéristiques du virus neurotrope après une incubalion de cinquante jours. 


ExPÉRIENCE Il. — Dans cette expérience, nous avons eu soin d'éprouver la 
sensibilité de nos lapins guéris et réfractaires, simultanément avec les deux 
virus, en pratiquant l'inoculation de chacun d'eux dans l’un des testicules. 

Lapins guéris. — 1° Virus Truffi : a) Lapin n° 92 H. — Inoculé avec du virus 
de passage le 6 mars. Chancre bien développé et riche en tréponèmes le 
3 avril, soit après vingt-huit jours. La lésion est en voie de guérison le 
29 avril; on achève cette guérison par une injection de salvarsan (0,03 p. 1.000), 
le 29 avril. Le 4 mai, guérison complète. 

b) Lapin n° 95 H. — Même inoculation, mème traitement. Guéri le 4 mai. 

c) Lapin n° 93 H. — Mème inoculation, même évolution. Guérison spon- 
tanée le 29 avril. 

20 Virus P. G.: Lapinn° 21 E. (premier passage). Inoculé le 8 novembre 1913, 
guéri spontanément le 114 jour. 

Lapin n° 23 E (premier passage). Inoculé au même moment, en voie de 
guérison le 27 avril. On achève cette guérison par une injection de salvarsan 
(0,03 p. 1.000). 

Le T mai, on éprouve la sensibilité de ces lapins, en leur inoculant, dans 
le testicule droit, du virus Truffi (lapin 59 1, nombreux spirochètes), dans le 
testicule gauche, du virus P. G. (lapin 80 F, deuxième passage, nombreux tré- 
ponèmes). De plus, quatre lapins témoins servent de contrôle pour chacun 
des virus inoculés. 


Résuzrar. — Témoins Truffi: Chancres bien développés le 2 juin, vingt- 
six jours après l'inoculation. 

Témoins P. G. : Lésions papulo-squameuses chez trois des quatre animaux 
injectés, après une incubation de f{rente-six, quarante-trois et quarantle- 
six jours. 

Lapins quéris. 1° Virus Truffi : Lapins 92 H. — 10 Testicule droit, inoculé avec 
le virus homologue Truffi : aucune lésion; testicule gauche, inoculé avec le virus 
hélérologque P. G. : lésions papulo-squameuses le 8 juillet, soit soivante-deux 
jours après l'inoculalion. 

Lapin 95 H.— Testicule droit, inoculé avec le virus homologue Truffi : petite 
lésion ulcéreuse très lardive, sans tréponème ; fesficule gauche, inoculé avec 
le virus hélérologue P. G. : lésion squameuse le 19 juin, qui disparaît dans la 
suite. 

Lapin 93 H. — Testicule droit inoculé avec Le virus homologue Truffi: récidive 
de l’ancienne lésion Truffi, apparue sur la cicatrice du premier chancre, 
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récidive constatée dès le 16 mars, soit neuf jours après la nouvelle inocula- 
tion; cette récidive persiste jusqu'au 8 juillet, lorsqu'on procède à son exlir- 
pation. Aucune altération visible au point inoculé avec le virus Truffi; 
Lesticule gauche, injecté avec le virus hélérologue P. G. : lésions papulo-squa- 
meuses typiques, contenant des tréponèmes; le 8 juillet, soit soirante-deux 
Jours après l'inoculation. 

20 Virus P. G, : Lapin 21 E. — Testicule droit, inoculé avec le virus hélérologue 
Truffi : chancre manifeste le 22 mai, après une incubation de quinze jours, 
contenant de nombreux tréponèmes. Ce chancre atteint des dimensions 
considérables le 7 juillet; testicule gauche, injecté avec le virus homologue P. G.: 
aucune lésion apparente jusqu’au 27 juillet. 

Lapin 23 E.— Testicule droit, inoculé avec levirus hétérologue Truffi (le 9 juillet) : 
chancre syphilitique avec spirochètes nombreux le 27 juillet; festicule gauche, 
injecté avec le virus homoloque P. G. : résultat inutilisable, à cause de la réci- 
dive tardive des lésions papulo-squameuses. (A remarquer que cet animal a 
été guéri par injection de 606, par conséquent son immunité pourrait n'être 
que partielle). 


Ces expériences permettent de conclure que /es animaux qui 
quérissent, après avoir présenté les lésions locales provoquées soit 
par le virus dermotrope, soit par le germe neurotrope, et qui, de 
par ce fait, ont acquis un état réfractaire à l'égard du trépo- 
nème homoloque, continuent à être réceptifs vis-à-vis du virus 
hétéroloque. Xl en résulte qu'entre le spirochète de la syphilis 
habituelle (virus dermotrope) et celui de la paralysie générale 
et du tabes (virus neurotrope), il y a des dissemblances au 
moins aussi marquées qu'entre le spirille de Dutton et celui 
d'Obermayer, agents pathogènes de la fièvre récurrente afri- 
caine et européenne. 

Le tréponème de la paralysie générale doit donc être considéré 
comme une variété différente du spirochète de la vérole cutanée 
muqueuse el viscérale. 


Considérations générales. — Les faits exposés dans ce 
mémoire montrent qu'entre le tréponème de la syphilis habi- 
tuelle et le spirochète des lésions post-syphilitiques cérébrales 
et médullaires, tel qu'on l’obtient du sang des paralytiques 
généraux (et probablement aussi de leur cerveau), il y a des 
différences frappantes, lant au point de vue biologique qu’au 
point de vue des lésions qu’ils engendrent chez l'homme et les 
animaux. Ces différences persistent, malgré un nombre plus ou 
moins grand de passages sur le lapin. Elles se traduisent : 
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4° Par la durée de l'in cubation, de beaucoup plus longue 
pour le tréponème neurotrope ; 

2 Par les caractères des manifestations que les deux germes 
provoquent chez le lapin : chancre induré avec le Dites de 
la syphilis habituelle, lésions papulo-squameuses avec le 
microbe neurotrope ; 

3° Par les particularités microscopiques de ces lésions : 
affinité épithéliale marquée du germe neurotrope, altérations 
vasculaires et sclérogènes de beaucoup plus accentuées avec 
le virus dermotrope ; 

4° Par l’évolution des papulo-squames, dues à la pullulation 
du spirochète de la paralysie générale chez le lapin : évolution 
lente, guérison spontanée tardive, récidive au bout d’un temps 
parfois très long ; 

° Par le pouvoir pathogène de ces germes : virulence mar- 
quée pour les singes inférieurs, les simiens anthropoïdes et 
l'homme, du tréponème dermotrope, pathogénéité nulle, par 
inoculation culanée, du spirochète de la paralysie générale ; 

° Enfin, par le fait que les animaux guéris des lésions 
provoquées par l’un des tréponèmes et qui, de par ce fait, 
ont acquis un état réfractaire à l'égard de ce tréponème, 
continuent, dans la généralité des cas, à ètre réceptifs pour 
l'autre spirochète. 

Si, donc, certains syphilitiques montrent tôt ou tard des 
symptômes de paralysie générale ou de tabes, c’est qu'à un 
moment donné, au cours de l’évolution de leur maladie, ils se 
trouvent infectés par un tréponème à affinité élective pour les 
centres nerveux. Combien, parmi les sujets contaminés de 
vérole, voient leur infection se terminer par des complications 
tardives encéphalo-médullaires? Il est impossible de le déter- 
miner avec précision, mais la proportion des paralytiques ne 
doit pas dépasser 1 à 2 p. 100. C’est le chiffre que donne Plaut, 
se basant sur la statistique publiée par Matthes, qui comporte 
un grand nombre de syphilitiques traités dans la même cli- 
nique et suivis pendant vingt ans. C’est, à peu de chose près, 
le chiffre des manifestations tertiaires chez les spécifiques 
(de 3,3 p. 100 à 7,4 p. 100, par Schalko). 

La queslion est de savoir si ces syphilitiques, voués au tabes 
el @ la paralysie générale, sont contaminés dès le début par une 


ÉTUDE SUR LE TRÉPONÈME DE LA PARALYSIE GÉNÉRALE 773 


variélé à part de tréponème, ou bien si cette variété se crée ulté- 
rieurement, par suite d'une adaptation progressive, due précisé- 
ment à sa vie dans les centres nerveux. Le problème n'est pas 
facile à résoudre, attendu que les études comparatives ne peu- 
vent porter que sur le germe isolé du cerveau ou du sang de 
malades en pleine évolution de leur parasyphilis, et non pas 
sur des tréponèmes puisés dans un organisme en route vers la 
paralysie générale. 

Toutefois, certaines des observations citées au cours de ce 
mémoire tendent à prouver que les différences dont il est ques- 
tion plus haut doivent exister dès l’origine de l'infection. 
Citons, entre autres, l'évolution particulière de la syphilis 
cutanée et muqueuse chez les paralytiques généraux, la rareté 
des accidents tertiaires chez ces malades, l'apparition excep- 
tionnelle de la maladie de Bayle chez les tropicaux à syphilis 
généralement très grave, la contamination à la même source 
d'individus chez lesquels la vérole se termine par des accidents 
encéphalo-médullaires. 

À notre avis, les deux hypothèses, celle de la différenciation 
initiale primitive et celle de l’adaptation progressive, loin 
d'être incompatibles, s'associent au contraire pour expliquer 
encore mieux les particularités du virus neurotrope. Pour nous, 
parmi la multitude de germes syphilitiques, morphologique- 
ment identiques, mais de virulence inégale, qui assurent la 
transmission de la vérole dans les contrées civilisées, par 
conséquent infectées de longue date, il en existe qui se dis- 
tüinguent par une aptitude plus grande à se localiser dans les 
centres nerveux. Cela ne veut pas dire qu'ils soient totalement 
incapables de se fixer sur l’ectoderme ou sur certains autres 
viscères, hormis l’axe cérébro-spinal, loin de là; autrement, on 
ne comprendrait pas leur transmission d'un individu à un 
autre, transmission qui ne peut s'effectuer que par la voie 
cutanée, muqueuse ou sanguine (héréditaire). Toutefois, leur 
faculté d’engendrer les lésions de la peau et des muqueuses 
paraît d'emblée peu marquée, témoins les accidents plus 
fugaces, plus légers enregistrés chez les futurs paralytiques et 
tabétiques. 

Cette variété de tréponème à aptitude neurotrope ne tarde 
pas à setransformer en une autre dont l’affinité pour le cerveau 
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77% 
ou la moelle devient de plus en plus marquée, voire même exclu- 
sive, cela au fur et à mesure que les germes vivent et pullulent 
au contact de la substance encéphalo-médullaire. Et c'est préci- 
sément cette dernière vañiété que nous avons eue entre les mains 
elque nous avons pu comparer avec le virus dermotrope. 

Ce qui, d'après nous, montre d’une façon péremploire que la 
dissemblance entre les deux virus n'est pas aussi profonde, 
lors de la contamination initiale, que lorsque la paralysie 
générale ou le tabes ont atteint leur plein développement, c’est 
que le tréponème, destiné à devenir neurotrope, vaccine l’homme 
contre la syphilis cutanée et muqueuse, tandis que le germe, 
déjà devenu neurotrope, n'immunise plus le lapin à l'égard du 
spirochète de Truffi. Nous en avons la preuve dans les expé- 
riences de Krafft-Ebing et les nôtres, ayant trait à l’état réfrac- 
taire des paralytiques généraux vis-à-vis d’une réinfection 
avec du virus primaire ou du virus dermotrope de passage: 
nous avons montré, d'autre part, 'que les lapins guéris de la 
lésion P. G. contractaient, aussi bien que les témoins, le 
chancre TRüFFI. 3 

En somme, l'éclosion des troubles dits « parasyphilitiques » 
nous apparaît comme étant due à la contamination, à des 
sources Spéciales, par une souche de tréponème à aptitude neu- 
rotrope plus ou moins marquée, souche capable de s'adapter 
facilement aux centres encéphalo-médullaires, voire méme à se 
transformer à la longue en une variété à caractères fixes, à 
neurotropisme pour ainsi dire exclusif. 

Ce neurotropisme peut être à ce point prononcé, que les 
lésions engendrées par celte variété dans l'écorce cérébrale et 
la moelle n'ont plus rien de commun avec elles que les ana- 
tomo-pathologistes considèrent comme caractéristiques pour la 
syphilis. En effet, tous ceux qui ont étudié de près l’histologie 
pathologique de la paralysie générale, Nissl(1), Alzheimer (2), 
Binswanger (3), Ballet (4), entre autres [voir le rapport docu- 
menté de Fischer (5)] ont été frappés du peu de ressemblance 


(1) Nissz. Histol. u. histopath. Arb. über die Hirnrinde, t. I. 
ALZBEIMER. Histol, u. histopath. Arb. über die Hirnrinde, 1. 1. 
BixswanGer. Virch. Arch., t. CLIV. 

t) Bazzer, Cité d’après Fischer. 

} Fiscuer, Rapport au Congrès annuel de la Société allemande de 
psychiatrie, 1909, Cologne et Bonn. 
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qu'il y a entre les altérations proprement dites syphilitiques 
du cerveau (endarlérite, gomme, méningite spécifique) et celles 
qui caractérisent la maladie de Bayle. Ceci est à ce point vrai, 
qu'avant la découverte du tréponème neurotrope dans l’encé- 
phale des paralytiques généraux, Fischer, après une étude 
approfondie de la question, concluait en ce sens : « La pa- 
ralysie générale progressive ne saurait êlre considérée, au 
point de vue anatomo-pathologique, comme une lésion syphi- 
litique directe du cerveau » (Voir également Klipel). 

Ajoutons que la question qui fait le sujet du présent travail 
est devenue plus actuelle depuis 1914. De nombreuses com- 
motions de guerre, de même que certains accidents du travail, 
semblent montrer que des syphilis nerveuses, en apparence 
silencieuses, peuvent accélérer leur évolution et se transformer, 
à brève échéance, en des paralysies générales galopantes. Cela 
montre, dans notre hypothèse, que /a diminution de la résis- 
tance centrale cérébro-spinale peut favoriser la pullulation 
locale d'un virus neutrope latent. 


* 


KOAY 


Nous n'ignorons pas les difficultés du problème que nous 
avons tenté de résoudre, ni les lacunes du présent travail. 
Beaucoup d’autres questions restent encore à élucider et, 
parmi elles, une des plus importantes est celle qui a trait à 
l'inefficacité des divers traitements antisyphilitiques appliqués 
aux paralytiques généraux el aux tabétiques. Nous reviendrons 
sur ces divers points dans des publications ultérieures. Disons, 
pour l'instant, que l'étude du mécanisme qui préside à cette 
inaction de la thérapeutique spécifique a été ébauchée par 
nous déjà en 1914. Elle nous a montré que l'inefficacité en 
question n'est pas due à l'arséno-résistance du virus neurotrope, 
puisque des lapins infectés avec ce virus ont été guéris, aussi 
bien que les animaux porteurs de chancres Truffi, par une 
injection intraveineuse d’arsénobenzol (V. exp. II, ci-dessus). 

Le mécanisme parait donc être tout autre, ainsi que nous 
aurons l’occasion de le montrer prochainement. 


Paris, 27 août 1919. 
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LÉGENDE DE LA. PLANCHE VIII 


F16. 4. — Coupe de chancre Truffi (virus dermotrope). Coloration à l'héma- 
téine-éosine. », m', fibres musculaires: À, zone d'infiltration profonde à 
mononucléaires: ce, tissu conjonctif. La coupe intéresse la base indurée 

3 10 ° 
du chancre. Grossissement: rA 


F1G. 2. — Coupe de papule squameuse scrolale, virus de la paralysie générale 

(virus neurotrope). Imprégnation à l'argent. c, couche cornée; m, couche de 

Malpighi; s, spirochètes autour des cellules épidermiques; d, papilles der- 
: : 700 

miques. Grossissement : + 


FiG. 3. — Coupe de chancre Truffi (virus dermotrope). Coloration à l’héma- 
téine-éosine. z, ulcération et croûte; e, épiderme ; à, zone d'infiltration limi- 
tant l’ulcération:; g, glande; n, foyer d'inflammation à mononucléaires, à 
disposition péri-vasculaire, constituant la base indurée du chancre. Grossis- 


60 
sement : THE 


FiG. 4. — Coupe de papule squameuse scrotale: virus de la paralysie générale. 
Coloration au Van Gieson. e, épiderme; g, glande: ?. papilles dermiques 
infiltrées; v, vaisseaux dilatés et entourés de mononucléaires; /, traînée 
inflammatoire le long d'un interstice conjonctif; c, tissu conjonctif du derme. 


: À 60 
Grossissement : 1e 


F1G. 5. — Coupe de papulo-squame scrotale: virus de la paralysie générale. 
Coloration par la méthode de Mann. c, couche cornée; e, épiderme; », zone 
d'infiltration dermique; v, vaisseaux dilatés et entourés de lymphocytes et 


de plasmazellen; g, glande. Grossissement : res 


FiG. 6. — Coupe de papulo-squame scrolale; virus de la paralysie générale. 
Coloration au bleu de méthylène-éosine. », vaisseau dilalé, avec périvascu- 
larite constituée par des lymphocytes et des plasmazellen (1); e, paroi vas- 

| ? 450 
culaire. Grossissement : Te 


Fi. 7, — Chancre Truffi (virus dermotrope). Scrotum du lapin. 
F16. 8. — Papulo-squames scrotales du lapin (virus neurotrope). 


F6. 9, — Lésions provoquées par le virus de la paralysie générale chez le lapin. 


Scrotum du lapin. 
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UTILISATION DES AMIDES. PAR LA LEVURE 


par PIERRE THOMAS. 


La levure n'utilise l'azote des corps azotés complexes comme 
les protéiques, les peptides, les acides aminés, qu'après avoir 
détaché cet azote sous forme d’ammoniaque. Parmi les corps 
organiques les plus susceptibles de fournir leur azote sous cette 
forme, les amides se placent au premier rang. J'ai cherché si 
la levure peut construire ses protéiques lorsque l'azote lui est 
donné exclusivement sous forme amidée, et si elle s'accom- 
mode d’une telle alimentation. 

De très nombreux expérimentateurs ont montré déjà que 
l’asparagine est un excellent aliment azoté pour la levure et 
pour beaucoup d’autres microorganismes. Mais l’asparagine est 
un corps à fonction multiple, à la fois amide par son groupe- 
ment terminal — CONEE: et acide aminé par l'acide aspartique 
dont elle dérive. Il faut bien avouer aussi que tant de rensei- 
gnements souvent contradictoires ont été accumulés sur le rôle 
de l’asparagine vis-à-vis de la levure qu'il devient bien difficile 
de s’y reconnaitre ; il ne faut pas songer à dégager le rèle du 
groupement amidé de l’asparagine dans toute cette confusion. 

Il est préférable de choisir une amide plus simple comme 
matériel d'étude; l’urée, si facilement attaquée par les orga- 
nismes qui se développent dans l'urine et transformée par eux 
en carbonate d'ammonium, comme l'ont montré les recher- 
ches classiques de Van Tiecnem (1), était tout indiquée. J'ai 
done commencé par étudier les cultures de levure sur milieux 
à urée; Je me suis naturellement attaché à déterminer, par 
des analyses précises, les variations du sucre et de l'azote, la 
quantité de végétal formé, etc. La levure, en raison de sa cul- 
ture facile et de son isolement commode par simple filtration, 
se prête parfaitement à toutes les déterminations analytiques: 
on peut en particulier en déterminer la quantité par simple 


(4) VAN TreGuEu. Thèse, Paris 1862. 
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pesée. De plus, son développement est extrêmement rapide et 
sa plasticité vis-à-vis des divers milieux est considérable. 

La levure est un végétal qui prolifère et se développe dans 
le milieu de culture, et qui fait un choix, parmi les sources 
d'azote qu'on lui offre, pour la construction de ses tissus. Cul- 
tivée avec un accès plus ou moins limité d’air, elle fait fer- 
menter le sucre et semble proliférer d'autant moins qu’elle se 
montre un ferment plus énergique; on a donc à distinguer 
entre la levure végétal et la levure ferment. Telle source d’azote 
qui favorisera la multiplication du végétal pourra en revanche 
être moins favorable à son « pouvoir ferment », soit que le 
protoplasma qu'elle contribue à former ne puisse produire une 
zymase aussi active ou aussi abondante, soit que le sucre fourni 
à la plante en même temps que cette source d'azote soit sur- 
tout utilisé à la construction de nouveaux tissus. 

Étant donné le but poursuivi, il est évident que nous devons 
nous occuper avant tout de la levure végétal. Bien mieux, nous 
nous efforcerons de nous placer dans les conditions ies plus 
favorables à son développement, tout en éliminant autant que 
possible l’action de l'aliment azoté étudié sur le pouvoir fer- 
ment. 


Dispositif expérimental employé. 


Pasteur à montré que l’on peut expérimenter avec la levure 
sans qu'elle agisse comme ferment alcoolique d’une manière 
appréciable lorsqu'on opère en couche extrêmement mince, de 
façon à produire le maximum d'aération (1). En poussant à 
l'extrème sa méthode, il a pu, en opérant dans une cuvette 
plate où le liquide avait une épaisseur de deux à trois milli- 
mètres, obtenir en 48 heures un poids de 0 gr. 127 de levure 
pour 1 gr. 04 de saccharose disparu, soit un rapport de 1/8 
(en arrêtant l'expérience après 24 heures, le rapport pouvait 
mème atteindre 1/4); la quantité d'alcool produite était inap- 
préciable.. 

Je me suis inspiré de ces expériences et, sur les conseils de 
Docraux, J'ai opéré dans de grands ballons Fernsacs, à fond 
plat et à {tubulure latérale. Ces ballons sont tels qu'on y peut 


Pasreur. Éludes sur la Bière, Paris 1876, p. 229 et suiv. 
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placer 250 à 300 cent. cubes de liquide de culture sans que 
l'épaisseur dépasse un centimètre. Enfin, en exerçant une 
aspiration par la tubulure latérale, on peut y faire circuler un 
courant d'air qui augmente encore l'aération. 

Il va sans dire que ces expériences ont été faites avec des 
levures pures et des milieux stérilisés au préalable, de manière 
à se mettre à l'abri de toute contamination accidentelle. 

En raison de la nature des aliments azotés en expérience, la 
stérilisation et la préparation des milieux de culture ont été 
faites, pour les expériences définitives, avec les précautions 
suivantes (1), dont les recherches qui vont être exposées ont 
démontré la nécessité : 


J'ai toujours opéré avec des solutions artificielles formées de sels miné- 
raux, de sucre et de l’aliment azoté choisi, afin d'éviter les corps mal définis 
dont l'action vient interférer avec celle des substances éludiées. La solution 
minérale, faite avec de l’eau ordinaire (qui apporte avec elle une certaine 
proportion de chaux utile à la levure), contient 2,5 p. 1.000 de phosphate 
bipotassique PO‘K°H et 0,5 p. 1.000 de sulfate de magnésium. On y dissout 
une certaine quantité de glucose pur (et non de saccharose pour éviter à la 
levure l’interversion de ce dernier) et on l’introduit par portions de 300 cent. 
cubes, mesurées exactement, dans des ballons FEernsaca à fond plat et à 
tubulure latérale, où la solution occupe une épaisseur ne dépassant pas un 
centimètre. Après stérilisation à l’autoclave, à une température de 1100, et 
refroidissement, on introduit, en prenant les précautions d’asepsie conve- 
nables, la quantité voulue d'une solution de la substance azotée en expé- 
rience, préalablement stérilisée par filtration à la bougie CnamgErLanr. Cette 
précaution est nécessaire, parce que la plupart des amides sont hydrolysées 
par le chauffage de leurs solutions à l’autoclave. 

D'autre part, on prépare une culture pure de levure (2) dans un milieu 
quelconque, tel que l’eau de touraillons sucrée. Lorsque la fermentation est 
terminée, la levure se dépose ; on décante le liquide, on délaie à deux repriseg 
le dépôt dans un peu d'eau stérile que l'on décante rapidement, et on ense- 
mence avec une quantité exactement mesurée de l’'émulsion de levure, 
rendue homogène par agitation. Une quantité égale étant versée sur un filtre 
taré, on peut, après essorage et dessiccation à 105° jusqu'à poids constant, 
connaitre la quantité de levure ensemencée. 

Après fermentation, on filtre sur un filtre taré, on lave la levure sur le 
filtre avec une petite quantité d’eau, dont le volume est déterminé, et on 
complète le liquide filtré à 500 cent. cubes. Il devient dès lors facile de 
connaître le poids de levure formé, ainsi que les variations du sucre, de 
l'azote, etc. par comparaison avec le témoin. 

Lorsqu'il s'agit de faire des expériences de comparaison, les ballons sont 


(1) P. Taomas. C. R. Acad. Sciences, t. CXXXIII, p. 312 (1904). 

(2) La levure qui a servi à la plupart de ces expériences est une levure de 
vin de la collection du laboratoire de fermentations de l'Institut Pasteur 
désignée par les lettres ML. 
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ensemencés avec une même quantité de levure et placés dans une étuve à 
température réglée. 


J'ai préféré, pour apprécier l’action des corps étudiés sur le 
végélal levure, mesurer le poids de la récolte plutôt que faire 
la numération des cellules produites. En effet, outre les causes 
d'erreur très manifestes inhérentes à toutes les méthodes de 
numération, celles-ci ne peuvent tenir compte d’un facteur 
important, à savoir la grosseur relative des cellules. Cette 
grosseur varie dans d’assez grandes proportions, surtout avec 
les milieux artificiels formés de corps définis. D'autre part, 
connaissant le poids de levure, il est facile d'y rapporter les 
variations pondérales de composition du milieu employé, et 
les résultats y gagnent en netteté. 


Méthodes analytiques employées. 


J'indiquerai très brièvement les méthodes que j'ai utilisées, 
me réservant de donner dans une autre publication des indica- 
lions détaillées sur la méthode de dosage de l’ammoniaque que 
J'ai étudiée et que j'ai été conduit à adapter particulièrement à 
mes recherches. 

1° Dosage du sucre. — Ce dosage a été fait au moyen d’une 
liqueur de Feariwe titrée, tantôt par simple décoloration, tantôt 
par le procédé de LEnmanx modifié par MAQUENKE, avec titrage 
à l'hyposulfite (1). 

2° Dosage de l'alcool. — On distille 50 cent. cubes du liquide 
ge culture, préalablement neutralisé. Le liquide recueilli, 
amené au volume primitif, est examiné au moyen du 
compte-gouttes de Duczaux (2). On peut ainsi mesurer avec 
une précision suffisante les petites quantilés d'alcool pro- 
duites. 

3° Azote de la levure. — La levure recueillie sur filtre 
taré étant pesée, on introduit le filtre et son contenu dans 
un ballon, on ajoute de l'acide sulfurique, un globule de 
mercure, et on procède comme dans la méthode ordinaire de 
K3ELDAHL. 


1° Azole lotal du liquide. — Ce dosage est fait comme 


Maquenxe. Bull. Soc. Chimique, 1898, 3e s., t. XIX, p. 926. 
2) E. Duccaux. Ann. Chim. et Physique, 1874, 5e s., t. IT, p. 233. 
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ci-dessus, sur 50 cent. cubes du liquide préalablement éva- 
poré au bain de sable en présence d'un peu d'acide sulfu- 
rique. 

5° Dosage de l'azote ammoniacal. — Ce dosage est particu- 
lièrement délicat, car il doit être effectué souvent en présence 
de matières azotées facilement décomposables, amides, pro- 
duits d’autolyse mal connus, susceptibles de dégager de l’am- 
moniaque si on opère sans précautions spéciales. J'ai étudié un 
procédé simple qui conduit au résultat cherché : distillation 
sur un excès de magnésie, dans le vide, après élimination com- 
plète de l'acide phosphorique présent. 


Recherches faites avec l'urée. 


Si la levure utilise de préférence comme aliments azotés les 
corps capables de se transformer facilement en dérivés ammo- 
niacaux, elle doit pouvoir se développer aux dépens de l’urée, 
qui subit si aisément l'hydrolyse en donnant du carbonate 
d'ammonium. 

Les seules données expérimentales qui existaient sur ce 
sujet sont celles de Mayer (1) et de Bexserinex (2). Le premier 
admet que l’urée peut servir d'aliment à la levure, bien que la 
fermentation obtenue soit très lente; le second pense qu’elle 
n'est pas utilisable par ce végétal. D'autre part, Pasteur avait 
montré que l’albumine ne convient pas à la levure en vie anaé- 
robie, Maver trouvant, au contraire, que le sérum sanguin 
permet la fermentation. Les aliments azotés seraient donc 
parmi les matériaux dialysables du sérum : c’est justement 
l’urée qui en forme la partie principale (0 gr. 15 à 0 gr. 30 par 
litre). 

’ 

La question devait donc ètre reprise en entier. J'ai fait 

d'abord une expérience préliminaire, disposée comme suit : 


On dissout dans 500 à 600 cent. cubes d’eau 100 grammes de glucose, 
5 grammes de phosphate bipotassique, 1 gramme de sulfate de magnésium, 
2 grammes d'acide tartrique, en chauffant légèrement: le liquide bien refroidi 


(1) A. Mayer. Unlersuchungen ü. d. alkool. Gührung, 1869. Cité par Ducraux, 
Trailé de Microbiologie, t. IH, p. 205. 
(2) Beuerinck. Centralbl. f. Bakter., 1892, t. XI, p. 68. 
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est additionné de 1 gramme d'urée, le volume complété à 1 litre. On filtre à 
13 bougie et on reçoit dans un ballon d'environ 1.500 cent. cubes, puis on 
ensemence avec une petite quantité de levure pure (cette quantité n'a pas 
été déterminée, mais elle ne dépassait certainement pas 0 gr. 05 à l'état sec). 
Le ballon est placé à l’étuve à 25°. 


Dans ces conditions, la fermentation est irès lente et se 
poursuit pendant des semaines; la quantité de levure paraît 
augmenter assez peu. Après 45 jours, le liquide à été examiné ; 


voici les chiffres trouvés : 
AVANT APRÈS 
fermentation fermentation 


GIUCOSE RER EEE EN MNT SE 11 gr. 71 
AlcoDI. 2 ORPI » 38 C.C. 
Acide acétiquUé RE CCE. » 0 gr. 633 
Uréei' se. Re PORTE ER 1 gr. 08 4 gr. 05 (1) 
Azotetotal dutliquiie "er re 0 gr. 50% 0 gr. 500 
Azote total de la levure. . -: : . » 0 gr. 0006 
Poidside levure lormeée tu" » 0 gr. 120 


Ce résultat, assez peu encourageant, correspond aux données 
anciennes. Mais il faut remarquer que, dans l'expérience pré- 
cédente, l'épaisseur du liquide était considérable; il paraît donc 
itdiqué de recommencer en mettant le liquide en couche mince 
et en opérant dans des conditions d'aération qui puissent favo- 
riser le développement de la levure végétal. | 


Une solution contenant 10 p. 100 de glucose, 0,25 p. 100 de phosphate 
bipotassique et 0,05 p. 100 de sulfate de magnésium est additionnée à froid 
d'une solution d'urée de manière à ce que la teneur du milieu en urée soit 
d'environ 1 gramme par litre. On stérilise la solution par filtration à la bou- 
gie et on l'introduit aseptiquement dans des ballons à fond plat, où le liquide 
occupe une épaisseur d'environ 2 à 3 centimètres, chaque ballon contenant 
exactement 300 cent. cubes de milieu. Le disposilif adopté est représenté 
par la figure 1; le liquide filtré est reçu dans un ballon répartiteur conte- 
nant 300 cent. cubes entre les deux traits de jauge. Après avoir isolé ce 
ballon au moyen d'une pince placée sur le caoutchouc, on peut procéder 
commodément à la répartition. L'appareil tout entier est stérilisé d'une seule 
pièce à l’autoclave (2). 

L'ensemencement est fait avec 10 cent. cubes exactement mesurés d'une 
émulsion de levure pure dans l’eau stérile, rendue bien homogène par l’agi- 


1) Ces chiffres ont été déterminés gazométriquement à l'hypobromite par 
comparaison avec une solution d'urée titrée à 1 p. 1.000. Les quantités sont 
rapportées au volume total de 1.000 cent. cubes. 

2) La composition du liquide filtré n'étant pas la même au début et à la 
fin de la filtration, il est nécessaire de mélanger avant de répartir, pour 
éviter des erreurs dans les expériences comparatives. 
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tation. Chaque ballon a reçu ainsi 10 cent. cubes de liquide contenant 
0 gr. 0382 de levure, séchée à 1050, et 4 milligr. 09 d'azote, sans trace 
d'ammoniaque. 


Fi6. 1. — Dispositif de filtration et de répartition. 


Voici les chiffres obtenus avant et après fermentation, rap- 
portés à Ia totalité du volume d’un ballon : 


POIDS AZOTE AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 
GLUCOSE  ALCOOL de levure de la de la du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. c+c: gr. millier. milligr. 
Témoin: 2102. 29,64 » 0,0382 4,09 » 144,0 
Après 14% jours. 20,00 5,0 0,2440 1,10 3,15 140,0 
Après 19 jours. 13,67 8,3 0,3116 9,80 3,14 138,5 


Aucun ballon ne renfermait d'azote ammoniacal. 

La fermentation a été assez lente; néanmoins la levure à 
emprunté à l’urée au moins 7 milligrammes d'azote, ce qui 
représente 1/20 de la quantité présente. 

La même expérience a été refaite, mais avec des ballons 
Fernsaca dont le fond possédait une surface telle que la couche 
de liquide (dont le volume restait le même, soit 300 cent. 


cubes), n'avait pas plus de 1 centimètre d'épaisseur. 
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On a trouvé : 


POIDS AZOTE  AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 

GLUCOSE ALCOOL de levure de la de la du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. C.C: gr. milligr. milligr. 

Témoin. "CMD os » 0,0382 4,09 (1) » 147,0 
Après 3 jours. . 24,96 3,0 0,2586 10,50 4,06 140,5 
Après 6 jours. . 19,93 4,2 0,2800 11,20 4,00 140,0 
Après 9 jours. . 15,94 1,3 0,3260 13,50 4,14 136,5 


e 


Aucun ballon ne contenait trace d'ammoniaque. 

On voit que la fermentalion est plus rapide que dans l’expé- 
rience précédente : la consommation de sucre après 9 jours 
atteint presque cette fois la même valeur qu'après 19 jours 
dans la fermentation précédente. Le poids de levure obtenu 
représente à peu près 9 fois la quantité ensemencée; la levure 
est un peu plus riche en azote et elle a emprunté à l’urée de 8 
à 11 milligrammes d’azote, au minimum, allant ainsi jusqu’à 
1/13 de la quantité présente. 

Il y à donc amélioration, mais les résultats sont encore bien 
imparfaits. Je me suis demandé si on n'obtiendrait pas une 
meilleure utilisation de l’urée en lui ajoutant un sel ammo- 
niacal, tartrate par exemple, dont la présence en stimulant la 
levure au début de la fermentation pourrait produire le résultat 
cherché. 

Voici le dispositif adopté. La solution nutritive employée précédemment 
et contenant 1 gramme d’urée par litre est additionnée de tartrate neutre 
d'ammonium en quantité telle (0 gr. 219 par litre) que la teneur en azote 
ammoniacal soit de 10 milligrammes environ par ballon renfermant 300 cent. 
cubes de liquide. On ajoute quelques gouttes d’une solution concentrée 
d'acide tartrique pour dissoudre le léger précipité formé, on filtre à la bou- 


gie et on répartit aseptiquement par portions de 300 cent. cubes dans des 
ballons Frrxseacu. L'ensemencement est pratiqué comme ci-dessus. 


On obtient les résultats suivants : 


POIDS AZOTE AZOTE 
de AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 
GLUCOSE ALCOOL levure de Ja de la  ammonia- du 
présent furmé séchée levure levure cal liquide 
; gr. c.Ic. gr. milligr. millier.  milligr, 
TÉMOINS ETAT » 0 ,0298 1,53 , 44 8,4 154,0 


Après 5 jours . 19,14 5? 
Après 10 jours . 9,02 42; 
14 


4 
04664 0 M000 l'A, DOTE VA47E 
6 
Après 20 jours . traces & 


4 
0 L 
5  0,2238 8,10 3,62 0,7 147,0 
0  0,2580 8,75 3,40 traces 146,5 


+) 


1) Cette quantité représente l'azote des 10 cent. cubes d'émulsion intro- 
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Un témoin, conservé le même temps à l’étuve (à 27°), a mon- 
tré après 20 jours la même teneur en azote ammoniacal qu'au 
début, soit 8 milligr. 4. Il ne se fait donc aucune hydrolyse de 
l'urée dans le milieu abandonné à lui-même, pendant la durée 
et à la température de la culture. 

Ce qui, à mon sens, ressort de plus important des chiffres 
qui viennent d’être cités, c’est que la levure paraît bien avoir 
déjà consommé de l’urée alors qu'il reste encore de l’ammo- 
niaque non absorbée. Mais les quantités sont faibles et l’expé- 
rience a plutôt la valeur d'une indication que d’une démons- 
tration. 

Pour arriver à de meilleurs résultats, il fallait évidemment 
améliorer les conditions d'existence de la levure en modifiant 
le milieu nutritif. Je mentionne à titre de renseignement l'ex- 
périence suivante, dans laquelle le saccharose a été comparé 
au glucose, la préparation du milieu n'ayant subi aucune autre 


modification : 
AZOTE AZOTE 


POIDS AZOTE (0/0 TOTAL 

SUCRE ALCOOL de levure dela dela du 
présent formé séchée levure levure liquide 
gr. CAC gr. milligr. milligr. 
Milieu ue Me 20880 » 0,0165 1,0 6,0 146,5 
à glucose après 15 jours. 410,00 ÜRD 0,2009 là 350 140,0 
Milieu à témoin 4.131500! (4) » 0,0165 1,0 6,0 , 146,5 
saccharose / aprèsi5jours. 16,16(1) 3,1 0,0964 2,8 3,0 143,5 


Le résultat est manifestement défavorable au saccharose. Il 
est à remarquer que Haxsreex (2), nourrissant de jeunes plantes 
phanérogames (Lemna minor L., Vicia faba L., Ricinus com- 
munis L.), avec de l’urée, en présence soit de glucose, soit de 
saccharose, a obtenu dans les deux cas une bonne assimilation 
de l'aliment azoté. 

Je n'ai pas continué dans cette voie, mais j'ai songé alors à 
modifier la concentration en sucre. Des essais faits sur un plus 
petit volume de milieu, avec différentes teneurs en glucose, 5, 
10, 15, 20 et 25 p. 100, m'ont prouvé que cette concentration 


duits, mais non l'azote de la levure ensemencée, qui n'était vraisemblable- 
ment pas supérieur à 2,5 milligrammes. 

(1) Calculé en saccharose. Il restait. encore 1 gr. 46 de saccharose non 
interverti après 15 jours, ce qui indique une sucrase peu active. 

(2) Haxsreen. Jahresber. f. wissenschaftlz Botanik, 1899, t. XXXIIT, p. 417. 
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joue un rôle très important dans la rapidité du développement 
et la quantité de levure formée. Ainsi, on a obtenu, avec un 
ensemencement uniforme de 0 gr. 029 de levure, après 
5 Jours : 


GLUCOSE P. 100: ù 10 15 20 25 
Poids de leyure, 7-10 Ogr.135 Ogr.160 Ogr.366 Ugr.452 0 gr.418 
Sucre restant en 0/0 de la 
quantité primitive. . . . . 36 41 17 8 15 


La teneur de 20 p. 100 paraissant nettement la plus favo- 
rable, j'ai été conduit à modifier la composition du milieu 
nutritif, qui a été dès lors préparé de la manière indiquée plus 
haut, c'est-à-dire en stérilisant par chauffage, dans les bal- 
lons, la solution glucosée avec les sels minéraux et ajoutant 
après refroidissement complet la solution, stérilisée par filtra- 
tion à la bougie, du corps azoté en expérience. 

Il paraissait maintenant indiqué l’examiner l’action de doses 
variables d’urée. D'autre part, et pour avoir un point de repère, 
j'ai comparé l’action de ces doses à celle de quantités corres- 
pondantes d'ammoniaque. J'ai choisi comme sel ammoniacal 
le bicarbonate, en raison de ses rapports étroits avec l’urée. Ce 
sel présente l'avantage de ne pouvoir laisser dans le liquide par 
sa décomposition un acide capable de troubler les résultats en 
changeant la nature du milieu. 

D plus, on peut tirer de cette expérience comparative une 
conclusion importante : si l'assimilation de l'azote organique 
des amides revient en définitive à une formation préalable 
d'ammoniaque, on doit trouver un parallélisme étroit entre la 
fermentation produite en présence d’urée et celle qui a lieu en 
présence du sel ammoniacal correspondant, le bicarbonate 
d’ammonium. 


Dans trois ballons contenant chacun 300 cent. cubes de solution minérale 
glucosée, on introduit respectivement 10, 20, 30 cent. cubes de solution d'urée 
à 2 p. 100, stérilisée à froid ; dans trois autres, 10, 20 et 30 cent. cubes d'une 
solution de bicarbonate d'ammonium à # p. 100, également stérilisée à froid. 
Les six ballons recoivent chacun 10 cent. cubes d’une émulsion de levure 
lavée à l'eau stériie, contenant 0 gr. 209 de levure séchée à 1059, avec 
11 milligr. 2 d'azote, soit une teneur de 5,36 p. 100. 


La fermentation dure environ dix-huit jours, au bout des- 
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quels l'expérience est interrompue. On trouve les chiffres sui- 
vants : 


GLUCOSE 
présent 
ALCOOL 
formé (1) 
de levure 
de ia levure 
de la levure 
ammoniacal 
AZOTE 
total 
du liquide 


A02c ic: durée ee 
117 milligr. N (après. 


Se 
D © 


©Ot © 


(°7] 


© Qt 
Q © 
[=] 


20 ctcndurée (avant: 
154 milligr. N ( après.| 1,40 |: 0,8541 


© 
O2 
[er] 


20\c-cediurée ponRe 58, 0,2090 
231 milligr. N ( après.| ! 1,5 | 0,9080 


. 10c.c. COSHNHE( avant. 0 ,2090 
67 milligr. N / après. .6 


. Eee avant 


134 milligr. N ( après. 


. 30c.c. COSHNHE( avant.| 5 
201 milligr. N après. ÿ | 28,0 


(1) Les teneurs en alcool ont été déterminées à l'aide du compte-gouttes et sont, par 
suite, approchées, cet instrument convenant mal au dosage de l'alcoo! quand la teneur 
dépasse © p. 100. 


Il est intéressant de constater que la presque lotalité du sucre 
a disparu sans qu’il y ait de différence notable entre la série 
à urée et celle à bicarbonate d'ammonium. Peu de différence 
également dans les poids de levure obtenus, qui augmentent 
dans chaque série avec la richesse en azote, mais assez faible- 
ment. Cette richesse en azote, qui croît dans le rapport de 1, 
2 et 3, n'influe guère sur la teneur p. 100 d'azote de la levure. 
On voit que dès Le second ballon de chaque série 11 y a un excès 
notable d’azole. : 

L'utilisation de l’urée est très bonne : la levure a gardé 
30 milligrammes d'azote sur 77 milligrammes fournis dans le 
premier ballon. Elle en a consommé bien davantage, si on 
songe à l'azote d’abord fixé, puis éliminé dans le liquide comme 
produit d’excrétion, et qu'il n’est pas possible de connaître 
d’une manière exacte, mais dont la quantité est certainement 
importante. En effet, dans le ballon #, les 67 milligrammes 
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d'azote ammoniacal fournis ont été assimilés en totalité, puis- 
qu'il n’en reste pas: or, la levure a seulement conservé 40 mil- 
ligrammes d'azote, en chiffres ronds. Dans le ballon 5, sur 
117 milligrammes d'azote ammoniacal utilisés, on n’en retrouve 
que 47 milligrammes dans la levure. 

Bien entendu, les produits de l’activité cellulaire se retrou- 
vent tous dans le liquide de culture; non seulement leur isole- 
ment est impossible, mais on ne peut tenter dans un tel liquide 
un dosage précis de l’urée employée, sinon par des méthodes 
compliquées. L'intérêt de ce dosage est d’ailleurs bien 
relatif. 

L'expérience a été refaite dans des conditions presque analo- 
gues, à plusieurs reprises, avec des résultats très voisins. Voici 
les chiffres obtenus dans une expérience où la levure s’est 
montrée particulièrement active. Chaque ballon a reçu 0 gr. 197 
de levure séchée à 105° contenant 12 milligr. 32 d'azote, soit 
6,25 p. 100. La fermentation a été arrêtée après cinq jours : 


Eyes s © D'ARSVE 2 

Ti A0 EN CN MERE RENE ESS 

CL ES = te le EAN rate > | ESS 

Sr se | Sep péez 

Er —, < © !? re NDS S 

T e < e TJ 

ot ce or. mer. mer 
101670 durée avant.| 60,90 | » 0,1912112,32/1M6 2521412 
114 milligr. N ea 6.25 | 25 | 0,7949 [51,10 | 6,42 | 75 
20 c.c. d'urée avan£.| 60,90 | » 0,197 |12,32| 6.25 | 228 
228 milligr. N après.| 7,90 | 23 0,1946 | 41,45 | 6,47 | 189 
30 c.c. d'urée avant.| 60,90 | » 0,197 112,32] 6,25 | 342 
342 milligr. N_ À après.| 5,80 | 24 | 0,8023 [51,80 | 6,45 | 302 
c. COSHNH: avant.| 60,90 » 0,497 |12,35 |:6525 87 

81 milligr. N  ( après.| 11,60 | 25 0,7883 | 60,90 | 7,72 | 38,5 
20ËC 1c. CONS avanL.| 60,90 » 0,197 12,32 |.6,391| 17 
15% milligr. N après.| 2,38 | 27,5 | 0,9902 | 82,25 | 8,28 | 154 
30/c..c. -CO'HNH® avant.| 60,90 » 0,197 112,32 | 6,25 | 261 

261 milligr. N°  ({ après.| 1,68 | 29,5 | 1,1469 |93,80 | 8,18 | 179,5 


Ici, contrairement aux résultats de l'expérience précédente, 
la fermentation en présence du sel ammoniacal est en avance 
sur celle qui a lieu en présence d’urée. La contradiction n’est 
qu'apparente : en effet, la présence de l’ammoniaque a toujours 
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pour résultat d'accélérer la disparition du sucre dans les débuts 
de la culture, celle-ci devenant ensuite plus paresseuse. 

Quoi qu’il en soit, les expériences qui viennent d'être rap- 
portées permettent d'appuyer les conclusions suivantes, que 
j'avais déjà formulées en 1901 (1) : | 

l° Lorsqu'on offre à la levure l'azote sous forme d'urée, dans 
un milieu minéral sucré, la fermentation est lente pour des 
teneurs en glucose voisines de 10 p. 100 et la prolifération des 
cellules reste faible; l'assimilation de cette forme d'azote est 
médiocre et la levure formée est pauvre en azote; 

2° Si, les conditions restant les mêmes, on élève la propor- 
tion de sucre à 20 p. 100, la fermentation devient très rapide, 
le poids de levure est plus grand, la quantité d'azote assimilé 
augmente beaucoup, la levure est plus riche en azote; 

3° Si, toutes choses égales d’ailleurs, on introduit dans plu- 
sieurs ballons des quantités croissantes d’urée, on observe que 
la quantité de levure formée tend vers un maximum, ainsi que 
la quantité d'azote assimilé ; il en est de même, par conséquent, 
de la teneur centésimale de la levure en azote. Lorsque ce 
maximum est atteint, des quantités de plus en plus grandes 
d'urée n’ont plus aucune action; 

4° Si on substitue à l’urée le sel ammoniacal correspondant, 
c'est-à-dire le bicarbonate d’ammonium, on voit que la concen- 
tration de 20 p. 100 de sucre est également la plus favorable 
à la bonne assimilation de l’azote. En augmentant la dose de 
sel ammoniacal, on: voit Le poids de levure, la quantité d’azote 
fixée et la richesse de la levure en azote s'élever et tendre éga- 
lement vers un maximum, mais celui-ei est notablement plus 
élevé que pour l’urée. 

La valeur de ce maximum dépend de la quantité de levure 
ensemencée, et de la nature de l'aliment azoté. Il y a vraisem- 
blablement là un fait général : Stern a signalé en effet (2) un 
fait analogue en utilisant l’asparagine comme source d’azote. 

J'ajouterai à ces conclusions la suivante : 

Il y à un parallélisme remarquable entre les fermentations 
produites dans un milieu donné, avec une levure déterminée, 
lorsque l'azote est fourni, tantôt sous forme durée, tantôt sous 


(4) P. Tnouas. C. R. Acad. Sciences, 1901, t. 133, p. 312. 
(2) Stern. Journ. of the chem. Society, 1901, t. LXXIX, p. 941. 
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forme de sel ammoniacal correspondant. 7/ est donc extréme- 
ment probable que l'assimilation de l'urée est précédée de sa 
transformation en ammoniaque. 

Les résultats obtenus sont susceptibles d’être critiqués en 
raison de ce qu'ils ont été déduits d'expériences faites avec une 
seule espèce de levure. Afin de pouvoir les généraliser avec 
certitude, je les ai comparés avec ceux que fournissent dans 
des conditions identiques des levures très différentes. J'ai 
choisi, à côté de la levure de vin ML, les levures suivantes 
provenant également de la collection du laboratoire de fer- 
mentations de l’Institut Pasteur : 


Une levure de bière basse. . . . . . Boss. « 
— _— hautes 25 eu; Bruxelles. 
_ dé’distilleme. Ve tte I: 


On a stérilisé par chauffage à l’autoclave huit ballons FerxsacH contenant 
chacun 300 cent. eubes de la solution minérale glucosée à 20 p.100 qui a déjà 
été utilisée; quatre de ces ballons recoivent en plus 10 cent. cubes d’une 
solution d'urée à 2,4 p. 100, préalablement stérilisée par filtration, et conte- 
nant 107 milligr. d'azote, les quatre autres recevant 10 cent cubes d’une solu- 
tion de bicarbonate d'ammonium à 6 p. 100, également stérilisée par filtration 
et renfermant 105 milligr. d'azote. 

Les quatre levures, rajeunies au préalable dans un milieu eonvenable 
(eau de touraillons sucrée), sont lavées rapidement et émulsionnées dans 
l'eau stérile; on ensemence un ballon à urée et un ballon à sel ammoniacal 
avec 10 cent. cubes d'émulsion de chacune des levures. Ces émulsions ont 
été préparées de façon à avoir des quantités assez semblables de levure 
dans un même volume ; l'ensemencement est ainsi comparable (quoique un 
peu supérieur pour la levure J). 


On a laissé les cultures à létuve à 25°; après trois Jours, les 
fermentations ont été interrompues et on a obtenu les chiffres 


suivants : 


CE © SD 2 

Balo2luoseles SE ar 

BALLONS SO 218 £ = RH RSLCE EE SES 

2 SRS Si ele AUS ete 

TS = ES TS 

gr c.ic. gr. mer mer 

AVANÉ  :n ane 59,70 » | 0,2320 | 20,3 | 8,15 | 108,0 

Be APTESN- 0 | 60, 00 NT SUN AS DD TRE Re 0MIMOS RE 
avant . . . ...|59,70| » |0,2320 | 20,3 | 8,75 | 106,0 

co après . . . . : .|40,25 | 40,0 | 0,5259 | 42,5 |:8,04 | 83,7 
Boss ( avant! .:.:.2 :|59,70 » 0,2274 | 19,5 | 8,57 | 408,0 
Urée À après . . . . . .|54,181 2,5 0,302 | 21,0 6,95 | 406,5 
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sa = a ENS 3 
+ DA EN | TZ 
B51822E21S2|S%l8s 
BALLONS 5 © 2 & Oo 212 N ne 
ee a. <= fu © À < 1 o Cal ET d 
[ds] rs © « © TJ 

TD T 
or c. C. er. Mer mer 
Boss AVAL ec be - 59,70 » | 0,227 | 49,5 | 8.57 | 106,0 
COSHNH après”: 1. 1 7 54,80] 2,0 | 0,3094 | 21,0 | 6,79 | 104,5 
Bruxelles fe avant": "59,70 » | 0,2740 | 25,0 | 9,11 | 108,0 
Urée { après . . . : . . 34,50! 2,0 | 0,3345 | 26,0 | 7,83 | 407,0 
Bruxelles AVR EU. 6010 DO 27140256 09 MAO G SD 
COSHNH! après . . . . . . 34,50| 2,0 | 0,3331 | 26,6 | 7,99 | 104,4 
J avant . . 39,70! » |0,3615 | 30,1 | 8,32 | 108,0 
Urée après. . . . . .|34,50 | 44,0 | 0,6585 {| 35,6 | 5,40 | 402,5 
J Ç avant . . . .. 159,90! % 110,3615 | 30,1 18,32 | 406,0 
CORNE M Apr en 0 0: Arr 17,0 | 0,6552 | 44,1 | 6,173 | 92,0 


Tous les ballons contenaient un excès d’aliment azoté. 

Les quatre levures conservent, comme on le voit, leur carac- 
tère propre dans les milieux artificiels où on les force à se 
développer : les deux levures de bière restent à développement 
un peu lent et font disparaître le sucre assez peu rapidement; 
la levure de distillerie, au contraire, le consomme activement 
et prolifère beaucoup plus. Mais le caractère déjà imdiqué, le 
parallélisme étroit entre les cultures à urée et à bicarbonate 
d’ammonium, persiste d'une manière frappante. D'une façon 
générale, on voit aussi que, dans les milieux évidemment un 
peu trop spéciaux qu’on lui donne, la levure de récente forma- 
tion, développée dans les premiers jours de la culture, est 
beaucoup plus riche en azote que dans la période suivante. 
Elle doit donc être le siège de phénomènes aulolytiques plus 


marqués que la levure qui se développe dans des milieux natu- 
rels. 


Expériences avec les amides autres que l’urée. 


Il est intéressant d'étendre les résultats obtenus avec l’urée 
à d’autres amides susceptibles de servir d'aliments azotés à la 
levure. 


En principe, la liste de ces corps peut être considérable ; 
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cependant, il ne faut pas oublier que si les amides sont hydro- 
lysées par la levure suivant l’équation : 


R — CONH® + H°0O = NE + R — COOH 


ces corps ne pourront être utilisés qu'autant que la présence 
de l'acide R—COOH correspondant ne viendra pas perturber 
les résultats. 

D'autre part, il n'est pas toujours facile d'obtenir des amides 
pures, ne contenant pas de traces ou même de quantités nota- 
bles de sels ammoniacaux, et il en est qui paraissent s’hydro- 
lyser très rapidement dans leurs solutions aqueuses stériles. 
Autant de causes qui viennent restreindre la liste des corps 
susceptibles d’expérimentation. 


Je me suis d'abord adressé à l’acétamide, corps facile à obte- 
nir et à purifier. D'autre part, l’acide acétique qu'il est capable 
de former par sa décomposition ne peut gêner la levure, qui 
en produit elle-même constamment aux doses employées. 

Afin d'avoir un point de repère, j'ai comparé une culture 
faite en présence d’'urée avec une culture faile en présence 
d’acétamide. 

Deux ballons contenant 300 cent. cubes de solution minérale glucosée à 
20 p. 100 ont reçu, l’un 10 cent. cubes de solution d’urée à 2,5 p. 100, l’autre 
10 cent. cubes d’acétamide (purifiée par cristallisation dans le benzène bouil- 
‘lant) à 4 p. 100: on a ensemencé avec la même quantité d'une émulsion de 
levure et abandonné à l'étuve à 25°. 


Au bout de six jours, la culture est interrompue et on procède 
aux analyses; on a les chiffres suivants : 


POIDS AZOTE  AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 
GLUCOSE ALCOOL de levure de la de la du 
présent formé séchée levure levure liquide 
L gr. c'c- gr. milligr. .milligr. 
Uré avant. 58,20 » 0 ,0620 4,25 6,85 110,0 
et 
après. 4,80 28 0 ,9743 49,68 5,10 6%,0 
\eétamide { Avant. 58, 20 » 0.0620 4,95 6,85 95,0 
ACCLAN > ne 9 3 } 
après. 50,50 3 0,2980 9,83 3,30 89,0 


Si l'acétamide est utilisée, ce n’est qu'en faible quantité, et 
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en donnant un rendement beaucoup plus faible que l’urée. 
Elle paraît donc beaucoup moins utilisable par la levure. 

L'addition d'acélate d’ammonium à la culture semble sti- 
muler beaucoup la fermentation et augmenter le rendement en 
levure. J'ai alors essayé des mélanges d’acétamide avec des 
quantités croissantes d'acétate d'ammonium et je les ai com- 
parés avec des mélanges semblables d’urée et de carbonate 
d'ammonium. 


Voici comment a été disposée l'expérience, Dans six ballons FERNBAC& con- 
tenant le milieu minéral glucosé à 20 p. 100, on ajoute une quantité de solu- 
tion d’urée, stérilisée par filtration, telle que chaque ballon reçoive environ 
100 milligr. d'azote sous cette forme (exactement 118 milligr. 8). On garde 
un ballon pour la comparaison et on ajoute respectivement aux cinq autres 
>, 10, 15, 20 et 40 cent. cubes de solution de bicarbonate d’ammonium stérile 
à environ 9 grammes par litre. Les six autres ballons ayant reçu chacun une 
quantité de solution stérile d'acétamide telle que leur teneur en azote soit 
de 135 milligr. 6, on en conserve un comme terme de comparaison et on 
ajoute respectivement aux cinq autres 5, 10, 15, 20 et 40 cent. cubes de solu- 
tion stérile d'acétate d’ammonium à 11 grammes par litre. On ensemence 
avec une même quantité d’une émulsion de levure qui avait été rajeunie dans 
un milieu très nutritif et se montrait très active. Après cinq jours, on inter- 
rompt la fermentation et on analyse le contenu des ballons. 


On obtient les résultats suivants : 


re] 3 © 2 So E E = 
a = © = s 3 | = 
Se MSIE ES ASE ERSS lÈSÉ 
< = SOLE = ENS SRE 
TD TD < Es 
gr. | c.c. or. mer. mgr. | milligr. 

: 18 ÿ 92% € 9 5 
Tdi Mau 63,15 0,0334) 3,08 | 9,21 123,80 
après.| 2,26. 30,0 |1,4678 | 71,82 | 4,89| » 55,06 
2, Urée + avant.| 63,15] » |0,0334| 3,08 | 2,21) 9,60 | 133,40 
5 c.c. COHNH! ? après.| 0,50 | 31,9 |4,1782 | 73,50 | 6,24| 0 62,98 
S Urée + as 63,15| » |0,0334| 3,08 | 9,21 | 19,20 | 143,00 
10 c.c. COSHNH! À après.ltraces 32,0 | 1,1404 | 78,28 | 6,71! 0 68,80 
4. Urée + javant.|63,15| » |0,0334| 3,08 | 9,21 | 28,80 | 152,60 
15 c.c. COSHNH! } après. 0 |32,0|1,0210 68,60 | 6,72! 0 87,08 
5. Urée + Een 63,45! » |0,0334! 3,08 | 9,21 38,40 | 162,20 
20 c. c. COSHNH: À après.| 0 |32,4/1,0204 68,60 | 6,12) 1,50] 95,178 
6. Urée + ft 63,15 ° » |0,0334) 3,08 | 9,21 76,80 | 200,60 
40 c.c. COSHNHE* ( après.l 0 32,010,9916 69,30 16,98 13,50 | 134,38 
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présent 
ALCOOL 
formé 
de levure 
séchée 
de la levure 
AZOTE 0/0 
de la levure 
ammoniacal 
du liquide 


avant | 64,5: 140,60 


ul 
. Acélamide seule apré LUE 164 139,83 


5 c.c. CHSCONH: ? après.|42,31 | 10,2 917: ù 141,58 


Acélamide + 
10 c.c. CHSCO*NH 


avant.|6#,5:2 34 | © ,00 160,20 
après.|[28, ; 144,38 


Acélamide + 
45. c.c. CHCONH* 


avant.| 64, ÿ 170,00 
après. 24 | 2 39e ; 147,18 


Acélamide LR En 54,2 ,30 150,40 
\ 
(4 


20 c.c. CHCO®NH" ( après. 30,6 : ; 149,52 


6. Acétamide + 
40 c.c. CHCONH“ 


avant.| 64,52 { 3,08 ; 219,00 


5. -Acétamide + Rs 64,52 ; 179,80 
Le traces| 30, < 168,18 


Visiblement, l'addition de sel ammoniacal n’a pas tout à fait la 
même action avec les deux amides. La consommation du sucre est 
accélérée, mais les doses croissantes d'ammoniaque, qui produi- 
sent une diminution légère, bien que manifeste, du rendement 
en levure dans le milieu à urée, donnent lieu au contraire à des 
récoltes de plus en plus abondantes dans le cas de l’acétamide. 

Ce qu'il est important de constater, c’est l'utilisation de 
l'azote amidé en présence de l'azote ammoniacal. Tant que ce 
dernier est en quanlité peu élevée, il est absorbé en lotalité, 
mais là encore les résultats ne sont pas identiques avec les 
deux amides. Avec l’urée, on peut voir que mème lorsque tout 
l’ammoniaque fourni à la levure est absorbé par elle, il y a 
encore utilisation d’une partie importante de l’urée du milieu ; 
avec l’acétamide, au contraire, lorsque l’on fournit de l’acétate 
d'ammonium, la levure n'utilise guère que cette dernière forme 
d'azote, qui disparaît d’abord en totalité, au moins tant qu’elle 
représente une fraction de l'azote total n’excédant pas 1/7 à 1/8. 

La quantité d'azote trouvée dans la levure est plus petite 
que la quantité d'azote ammoniacal absorbée, parce que évi- 
demment la levure a rejeté dans le liquide de culture un cer- 
ain nombre de produits azotés provenant de ses échanges 
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nutrilifs. C'est seulement à partir d'une certaine dose de sel 
ammoniacal que la levure formée au début de la culture aux 
dépens de ce dernier a continué à se développer en utilisant 
une partie de l'acétamide présente. 

On pourrait objecter, il est vrai, que, à partir du moment où 
la levure renferme plus d'azote que la quantité d'azote ammo- 
niacal disparu, l'excédent, au lieu d’être emprunté à l’amide, 
provient de l’utilisation des résidus azotés de la vie cellulaire, 
d'abord rejetés dans les premiers stades du développement, 
puis employés de nouveau, faute d’un meilleur aliment azoté. 

Dans le cas de l’urée, l’objection tombe à cause de l’impor- 
tance des quantités dont il s’agit : la levure n’a pu emprunter 
les deux tiers ou la moitié de son azote à ses produits d'excré- 
tion. Avec l'acétamide, on pourrait opposer à cette objection 
l'argument suivant (qui est d'ailleurs valable aussi dans le cas 
de l’urée) : pourquoi la levure, qui est si avide d'ammoniaque, 
en laisserait-elle une partie inutilisée, si elle était réduite à 
s'adresser aux résidus de son activité? Lorsque la levure en 
inanition emploie les déchets de la vie cellulaire pour recon- 
struire de nouvelles cellules, il est exceptionnel que sa quan- 
tité augmente; à fortiori cette hypothèse est-elle inadmissible 
quand on voit l’accroissement considérable du poids de levure 
produit dans les mélanges d’acétamide et d’acétate d'ammo- 
nium. Enfin, il est rare que le phénomène en question appa- 
raisse dans des fermentations d'aussi courte durée que celles 
qui nous occupent (cinq jours). 

La conclusion à tirer de cette expérience, c’est plutôt que 
l’ammoniaque paraît nécessaire à la levure, même lorsque 
celle-ci peut disposer d’une autre source d'azote, au moins 
dans les premiers temps de son développement. En effet, en 
poursuivant une culture faite en présence d'acétamide avec un 
peu d’acétate d’ammonium pendant un temps suffisant, l’uli- 
lisation de l’amide augmente notablement. 

En voici la preuve : 

Deux ballons FerN8acH contenant 300 cent. cubes de milieu minéral glucosé 
à 20 p. 100 recoivent une même quantité de solution d'acétamide et d’acé- 
tate d’ammonium, stérilisée par filtration à la bougie, correspondant à 
97 milligr. d'azote amidé et 12 milligr..6 d'azote ammoniacal. On ensemence 


avec une même quantité d’'émulsion de levure pure dans l'eau stérile et on 
place à l'étuve à 260. 
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Voici les résultats obtenus : 


POIDS AZOTE AZOTE 
de AZOTE 0/0 AZOTE TOTAL 
GLUCOSE ALCOOL levure de la de la  ammonia- du 
présent : formé séchée levure levure cal liquide 
gr. cc: gr. milligr. milligr. milligr. 
Témomre "er 26,50 » 0,1150 8,30 1,24 12,6 111,6 
Après 5 jours. . 41,35 3,5 0,3983 23,10 5,80 (l 96,8 
Après 10 jours. . 28,42 14,3 0,6826 32,40 4,79 0 81,5 


Ici, l'azote ammoniacal a entièrement disparu après cinq 
jours. Mais si à ce moment la quantité d’acétamide utilisée est 
faible et correspond au minimum à 2 milligr. 2 d'azote, elle 
augmente nettement ensuite et après dix jours correspond à 
11 milligr. 5 d'azote au moins, c’est-à-dire plus de 1/9 de la 
quantité présente. 

Il n'en reste pas moins que l’acétamide ne peut être com- 
parée à l’urée comme aliment azoté de la levure. Un fait qui 
semble indiquer aussi que la levure ne se trouve pas dans de 
bonnes conditions lorsqu'on lui fournit son azote sous forme 
d'acétamide, c’est la quantité élevée d’acides volatils qu’elle 
donne dans ces conditions. En étudiant la nature de ces acides 
volatils, qui devaient, me semblait-il, être formés à peu près 
uniquement d'acide acétique, j'ai constaté qu'en réalité :l 
s'agissait d’un mélange d'acides formique et acétique. Je 


reviendrai plus tard sur ce fait, qui mérite d'être examiné de - 


près. 
* 
F VAR à 


Afin d'étendre les résultats obtenus à d'autres amides, j'ai 
comparé à l’acétamide les corps les plus voisins de la même 
série, formiamide, propionamide, butyramide. | 

La formiamide du commerce se présente sous forme d'un 
liquide incolore, solution aqueuse concentrée du produit, qui 
est assez instable et contient toujours une certaine quantité 
d'ammoniaque. La purification en est presque impossible; il 
m'a donc fallu l'utiliser telle. La propionamide et la butyra- 
mide ont été purifiées par cristallisation dans le chloroforme. 

J'ai préparé des solutions aqueuses des quatre amides, telles qu'elles 


renferment environ 1 gramme d'azote pour 100 cent. cubes et je les ai stéri- 
lisées par filtration. Quatre petits ballons FerNs8acx contenant 108 cent. cubes 


IE mr mt de ne un 


Dean je 
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de milieu minéral glucosé à 20 p. 100 ont recu respectivement 10 cent. cubes 
de chacune de ces solutions, avec toutes les précautions d'asepsie voulues. 
L'ensemencement a été fait comme d'ordinaire avec des quantités égales de 
levure. La fermentation a été interrompue après dix jours; on a trouvé: 


POIDS AZOTE  AZOTE 0/0 AZOTE 
GLUCOSE ALCOOL de levure de la de la AMIDÉ 
présent formé séchée levure levure introduit 
Mémoin er MRaraAUz » 0,0801 5325 6,10 » 
Formiamide . . 0 9,6 0,2340 15,40 6,58 89 
ACétamide -#0r53 4,4 0,1107 6,25 5,68 103 
Propionamide. 11,69 4,0 0,1363 6,15 4,95 97 
Butyramide . . 10,35 4,2 0,1334 6,50 :,81 95 


Les rendements en levure sont faibles, ce qui est dû en partie 
sans doute à une aération insuffisante, la couche de liquide 
ayant au moins 2 centimètres d'épaisseur dans les ballons 
employés. Les résultats n'en sont pas moins comparables et 
permeltent de conclure que la propionamide et la butyramide 
ne sont pas de meilleurs aliments azotés que l’acétamide. La 
formiamide semble posséder une action spéciale ; mais ne faut- 
il pas l’attribuer, soit à sa très facile décomposition en ammo- 
niaque, soit à ce que le produit employé élait déjà un mélange 
d’amide avec un peu d'ammoniaque, l’action excitatrice de cette 
dernière intervenant alors? 

Ce qu'il faut ajouter, c'est que dans les cultures obtenues avec 
ces diverses amides, il se fait de l'acide formique, comme en 
présence d’acétamide. 

Depuis l'exécution des expériences que je viens de résumer et 
dont la plupart remontent à plusieurs années, Warermax a fait 
paraître un travailsur la nutrition azotée de la levure pressée (1), 
où il compare les amines et les acides aminés, d’une part, avec 
les amides, d'autre part. Alors que le premier groupe ne ren- 
ferme que de bons aliments azotés pour la levure, le second ne 
contiendrait, d’après lui, que la formiamide, l'oxamide et la 
palmitinamide, comme substances permettant le développe- 
ment de ce végétal. Ce travail paraît, à la seule lecture, bien 
sujet à caution. 

Je me contenterai également de signaler ici le travail de 
PriNeshEmM (2), qui a contredit mes expériences préliminaires, 


(4) WaTErmax. Folia microbiologica, 1913,'t. II, p. 173. 
(2) PriNGsHEIM. Biochem. Zeits., 1907, t. IIT, p. 121. 
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sans les avoir vérifiées, et sans même avoir lu mon travail. J'ai 
répondu longuement par ailleurs à ses critiques (1). 


Recherche de la diastase hydrolysant les amides. 


Nous sommes maintenant en possession d'un certain nombre 
de faits à l’aide desquels nous pouvons essayer d'interpréter le 
phénomène de l’utilisation des amides par la levure. 

La première hypothèse qui se présente à l'esprit est celle 
d'une simple hydratation destinée à fournir de l’'ammoniaque. 
L'hydrolyse diaslasique des amides, de l’urée en particulier, est 
un phénomène fréquent chez les végétaux : elle peut être pro- 
voquée par les cellules de nombreuses graines, entre autres 
celles des Papilionacées, comme l'a montré G. ZEmpLex (2); par 
deschampignons inférieurs, tels que l'Asperqillus niger, d'après 
Smieara (3); enfin, par de nombreuses espèces bactériennes. Il 
suffit de rappeler que la fermentation ammoniacale de l’urée 
parle Micrococcus ureæ a été d’abord étudiée par Vax TreGHem (4); 
Miquec a isolé un grand nombre de microorganismes fermentant 
l'urée et montré que l'hydrolyse est due à la présence d’une 
diastase, l’uréase (5). 

On pouvait donc supposer que la levure ne se comporte pas 
autrement et que, cultivée en présence d’urée, elle. fournit 
aussi de l’uréase. 

Pour vérifier cette hypothèse, je me suis servi de cultures 
failes en présence d'urée, qui ont été filtrées après des temps 
variables, additionnées d’une quantité d'urée correspondant à 
2 p. 100 environ, et filtrées ensuite à la bougie. Ces solutions 
abandonnées pendant plusieurs heures à l'étuve à 50°, n'ont 
Jamais montré une trace d'ammoniaque. 

Comme les milieux de culture sont toujours un peu acides, 
el que l’uréase est très sensible ? l'acidité, on peut craindre. 
que la diastase ne soit détruite dans le liquide dans ces condi- 


(1) P. Tuomas. Recherches biochimiques sur les protéiques de la levure. 
Thèse, Paris 1949. 
(2) G. ZemPLen. Zeils. physiol. Chemie, 1912, t. LXXIX, p. 229. 
3) Suisata. Beitr. z. Chem. Physiol. u. Pathol., 1904, t. V, p.384. 
1) Van TieGREM. Thèse, Paris, 1862. 
c | Miquez. C. R. Acad. Sciences, 1890, t. 411, p. 397; Ann. de Micrographie, 
893, £. V, p. 371. 
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tions. J'ai alors fait des cultures dans le milieu à urée, en pré- 
sence de carbonate de calcium en léger excès, en agitant assez 
fréquemment, de manière à saturer les acides produits par la 
levure et à maintenir la neutralité. Le résultat a été le 
même. 

Il faut doncen conelure que, si la levure secrète de l’uréase, 
cette diastase ne diffuse pas dans le milieu. Ce résultat était 
d'ailleurs à prévoir, puisque les cultures faites en présence 
d'urée, même très âgées, contiennent toujours un excès d’urée 
et ne montrent pas la présence d’ammoniaque. 

On pouvait espérer que la levure tuée par un antiseptique 
laisserait diffuser la diastase si celle-ci est présente dans les 
cellules. Afin de le vérifier, j'ai pris deux ballons FErNBacH 
contenant du milieu minéral glucosé et je les ai stérilisés par 
chauffage après avoir introduit dans l’un 5 grammes de carbo- 
nate de calcium et dans l’autre 0 gr. 30 d'acide tartrique (soit 
0,1 p. 100). Les deux ballons ont recu après refroidissement la 
même quantité d'une solution d’urée stérilisée par filtration et 
ont été ensemencés, puis abandonnés à l’étuve. On agite chaque 
Jour et on fait de temps à autre des prélèvements en prenant 
toutes les précautions d'asepsie nécessaires. À aucun moment 
le liquide ne donne de réaction positive au Nesscer. Au bout de 
trente Jours, on verse dans chaque ballon 1 cent. cube de solution 
alcoolique de thymol à 10 p. 100 ; les ballons sont conservés à 
l'étuve à 25°, à l'obscurité, et on continue à effectuer des pré- 
lèvements de temps à autre. Le résultat est toujours négatif : 
c'est à peine si, après plusieurs semaines, le liquide prélevé donne 
après distillation, une légère coloration jaune avec le réactif de 
NessLer. Il n'y a donc pas eu de dédoublement de l’urée présente. 

Ces essais ont été renouvelés avec diverses levures de vin, de 
bière haute et basse, ensemencées dans des milieux à urée : on 
a essayé d'ajouter Le thymol après des temps variables, sans 
jamais obtenir un seul résultat positif. 

Il semble donc que la diastase cherchée, si elle existe dans 
la levure, ne diffuse pas dans le milieu. Il ne restait plus qu'à 
la chercher dans le suc cellulaire lui-même, en employant la 
méthode de Bucaxer-Haux. 

Dans ce but, j'ai cherché à préparer une certaine quantité de 
levure développée sur un milieu à urée. M. A. Fernsacu a bien 
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voulu mettre à ma disposition deux des appareils dans lesquels 
il prépare en grand les levures pures (1). 


Un pied de cuve a d'abord été préparé dans des vases de cuivre étamés 
contenant chacun : 


SACCHATOSE CCE :. - OÙ 97: 
Phosphate Monbpotassique! ME JET: 
Sulfate de magnésium. 1 gr. 80 
Eau. 2720 ANT IT RCE 4 litres 


Après stérilisation à 1200, on refroidit et on ajoute 20 cent. cubes de solu- 
tion d'urée à 20 p. 100 stérilisée par filtration, puis on ensemence. La fer- 
mentation se poursuit activement. Au bout de cinq jours, en introduit asep- 
tiquement le contenu de chacun de ces vases dans deux cuves de FERNBACR 
renfermant chacune : 


SACCRATOSE EE TT 16.000 gr. 
Phosphate monopotassique. . . . 180 — 
Sulfate de magnésium . . . . . . 36 — 
UrÉe PR NME IN de TE EE 80 — 
AUS NC ON NES ET NON EE ; 80 litres. 


L'urée avait été ajoutée après refroidissement, en solution aqueuse préa- 
lablement stérilisée par filtration. Le liquide a été aéré d’une manière con- 
tinue. 

La fermentation étant à peu près achevée au bout de douze jours, la 
levure déposée a été soutirée après décantation du liquide surnageant. La 
quantité obtenue, rapidement égouttée sur une chausse, représentait envi- 
ron 150 grammes de levure en pâte épaisse. On y ajoute un poids égal de 
levure fraiche de brasserie tamisée et lavée, on exprime fortement et on 
mélange la levure pulvérulente avec 200 grammes de sable quartzeux et 
40 grammes de terre d'infusoires, selon la méthode indiquée par Bucaxer (2). 
On broie longuement dans un mortier et on exprime la masse pâteuse au 
moyen de la presse de Bucaner. 

On obtient, en élevant la pression jusqu'à 100 kilogrammes, un volume de 
45 cent. cubes de liquide; en allant jusqu'à 300 kilogrammes, il s'écoule 
encore 25 cent. cubes de suc, soit en tout 70 cent. cubes. Ce liquide a une 
réaction très légèrement acide au papier de tournesol. 

On prépare deux portions de 5 cent. cubes, qui sont portées à l’ébullition 
et servent de témoins : le premier tube reçoit après refroidissement 5 cent. 
cubes d'eau, le second 5 cent. cubes de solution d'’urée à 10 p. 100. Dans 
deux autres tubes contenant chacun 5 cent. cubes de suc de levure, on ajoute 
5 cent. cubes de solution d'urée à 10 p. 100; l’un d'eux reçoit de plus 0 gr. 2 
de carbonate de calcium précipité destiné à rendre la réaction parfaitement 
neulre au début de l'expérience. On opère de même avec deux nouveaux 
tubes dans lesquels on ajoute une solution d'acétamide au lieu d'urée, le 
second recevant en plus 0 gr. 2 de carbonate de calcium. 

Ces Lubes sont laissés à la température ordinaire (17°). Une seconde expé- 


(1) Décrit dans Ducraux, Trailé de microbiologie, 1900, t. II, p. 726. 
(2) E. Bucaxer. Ber. deut. chem. Gesell., 1897, t. XXX, p. 117. 
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rience, disposée identiquement, est faite à l’étuve à la températnre de 30°. 
Enfin, le reste du liquide est additionné de 20 p. 100 de saccharose en 
poudre, pour vérifier l'activité zymasique du suc. Ge dernier tube, laissé à 
Ja température ordinaire, donne seulement au bout d'une demi-heure un 
très faible dégagement de gaz, qui suffit pour prouver l'existence de la 
zymase. 

Quant aux autres tubes, leur réaction n'a pas changé : elle est restée 
neutre ou très légèrement acide, pendant la durée de l'expérience, qui a été 
prolongée treize heures. Il n’y a donc pas eu hydrolyse de l’urée. Les tubes 
additionnés d'acétamide ne donnaient pas non plus trace d'ammoniaque par 
chauffage avec la magnésie. 


On peut conclure, semble-t-il, de cette expérience, que la 
levure employée ne contient pas d’uréase ni de ferment hydro- 
lysant les amides et que ces diastases ne s’y développent pas 
par culture dans un milieu où l'azote est fourni sous forme 
d'urée. 

Depuis j'ai eu à plusieurs reprises entre les mains des pré- 
parations de levures différentes, faites suivant la méthode de 
Leséoew (1) et susceptibles de fournir des macérations conte- 
nant une zymase très active; je n'ai jamais pu y déceler la 
présence d’uréase. 


Formation des protéiques de la levure. 


De toutes ces expériences résulte à l'évidence la conclusion 
que les amides employées, urée et acétamide en particulier, 
peuvent servir à la levure pour édifier son protoplasma vivant; 
quel est le mécanisme de cette utilisation ? 

Comme on le sait, les acides aminés sont facilement attaqués 
par la levure. On admet que cette dernière, en agissant sur eux, 
produit une désamination avec formalion d'alcool contenant 
un chaïnon carboné en moins. C’est ce que F. Eurzicx a montré 
dès 1905 (2); il a ainsi expliqué la formation d’alcool amylique 
aux dépens de la leucine : 


CH CH. ee 
DCH— CIE — CHNH#— COOH = cn 2 CH CH°— CH*OH+ CO*+NH* 
3 / 


CH 
Depuis, la réaction a été analysée, et grâce aux recherches 


1) Lesenew. C. R. Acad. Sciences, 1911, t. 152, p. 49. 
(2) F. Enruicu. Zeits. d. Ver. deut. Zucker-Industrie, 1905, t. LV, p. 539. 
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de Nevsauer et Fromxerz (1) on sait qu’elle a lieu par les stades 
suivants : 


/ NE° 
R:- CHNÉ =O0OH O0 =REC COOH. 
Non 


L'hydrate d'acide iminé perd de l’ammoniaque et donne un 
acide cétonique : 


“ OH 
R—C CAE COOH =R — CO — COOH + NHS. 
NH 


Ce dernier subit la décomposition connue en aldéhyde et 
CE Le | 


0 
R— C0 —CO0H AR -Gé LCO 
NH 


et finalement l’aldéhyde est transformé en alcool par fixation 
de H?. 

On peut aussi aboutir à une oxydation comme réaction ulté- 
rieure, si on admet que l'acide succinique présent dans les fer- 
mentations provient de l’acide glulamique par la suite des réac- 
tions suivantes : 

COOH — CH? — CH? — CHNH? — COOH ——- 
OH 
——> COOH — CH? — CH? — : =COUH—+ 
NH“ 
—— NH: + COOH — CH? — CH? — CO — COOH —+ 
79 
> CO* + COOH — CH*— CH — CC 
H 


CO0H — cH CH cŸ ° + 0 = COOH — CH* — CH? — COOH 
é se 

Ce que nous devons retenir, c'est que la levure utilise l’am- 
moniaque mise en liberté pour faire sa propre substance pro- 
téique. - j 

En est-il de même avec les amides? 11 nous faut l’admettre 
puisque rien ne nous permet de supposer que celles-ci peuvent 
entrer soit entières, soit par fragments (groupe CO — NH, par 
exemple) dans les protéiques de la levure. 


il) Neupauer et FROMRERZ. Zeits. physiol. Chemie, 4914, t, LXX, p. 326. 
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Je n'ai pu déceler la présence de la diastase, uréase ou acé- 
tamidase, qui devrait provoquer le départ de l’ammoniaque ; 
mais ceci peut tenir à l'imperfection des procédés de recherche, 
ou à une destruction de cette diastase aussitôt que son action 
s'est manifestée. D'autre part, l'étude des fermentations faites 
en présence, soit d’une amide, soit du sel ammoniacal corres- 
pondant, montre une telle ressemblance, une telle similitude, 
qu'elle suffit à rendre la transformation extrèmement probable. 

Le seul fait qui serait de nature à troubler cette conviction est 
la production d'acide formique qui accompagne les cullures 
faites en présence d'amides. Il pourrait faire penser à un mode 
de destruction des amides autres que l’hydrolyse pure et simple. 
Mais, comme nous le verrons plus tard, la production d'acide 
formique par la levure, dans les conditions spéciales que nous 
lui avons imposées, ne représente qu'un cas particulier, une 
exagération de cette production : toujours, peut-on dire, la 
levure produit de l’acide formique, même dans les milieux 
naturels (jus de raisin, ete.) qui contiennent des corps amidés. 
De plus, cet acide n’est vraisemblablement qu'un produit inter- 
médiaire de la dislocation de la molécule de sucre, qui appa- 
raît et persiste dans le liquide, parce que la levure a été en 
quelque sorte contrainte à modifier les conditions de son méta- 
bolisme habituel. 

D'une manière générale, l'azote gagné par la levure corres- 
pond donc à celui perdu par les substances qu'elle a désaminées 
ou hydrolysées. Quant au carbone, il est emprunté au sucre : 
F. Eurcicu a montré en effet que si on donne à la levure un 
acide aminé, comme la leucine, avec peu de sucre, la culture 
est maigre, le dédoublement de leucine faible et en quelque 
sorte proportionnel au sucre présent (1). Ce qui tend encore à 
prouver que l'azote des acides aminés est simplement détaché 
sous forme d’ammoniaque, c’est que la présence dans le milieu 
de sels ammoniacaux à côté d'acides aminés protège ces der- 
niers. 

F. Enruicu pense que la synthèse des protéiques ne se fait 
pas directement à partir du sucre, mais à partir d'un produit 
de décomposition de celui-ci. En effet, certaines levures (par 


(1) F. Euruos. Biochem. Zeitschr., 1911, &. XXXVI, p. 471. 
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exemple Wil//ia anomala Hansen) se développent en présence 
d'acides aminés (tyrosine) et de corps dérivés des sucres, alcool 
éthylique, glycérine, comme en présence du sucre lui-même : 
le poids de levure obtenu, la quantité d'azote assimilée, le 
rendement en tyrosol ou alcool p-oxyphényl-éthylique ont été 
sensiblement les mêmes qu'avec le saccharose. À remarquer 
que dans ces conditions les divers alcools sont oxydés en 
acides. Enrcicu à également essayé les alcools méthylique et 
amylique et l'acide lactique (sous forme de sel de calcium), 
mais les résultats sont moins bons, quoique la levure ait pu 
encore construire son protoplasma avec ces corps en pré- 
sence de tyrosine comme source d'azote. Si on ajoute aux acides 
aminés l'acide pyruvique au lieu de sucre, les rendements sont 
bien meilleurs. 

Le mème résultat peut être obtenu également avec une 
levure de distillerie. F. Exrcicu en conclut que ces levures, en 
poussant dans des solutions où le sucre est remplacé par l'acide 
pyruvique, peuvent utiliser ce dernier corps à la fois comme 
source d'énergie et comme source de carbone pour la construc- 
lion de leurs protéiques. 

La synthèse des protéiques de la levure est évidemment de 
nature diastasique; d’après Kurscuer (1), cette synthèse est 
due au même ferment qui produit leur dégradation au cours 
de l'autolyse. Pour Iwaxow (2), l’action lytique est favorisée 


par le phosphate monopotassique,tandis qu'elle est arrètée par 
le phosphate bipotassique. Ce dernier favorise au contraire 
l’action synthétique lorsque l’autolyse est arrivée à un degré 
convenable. Les processus synthétiques s'effectuent surtout aux 
dépens des peptones et polypeptides ; il y a donc au préalable 
une autre synthèse qui doit intervenir pour la formation de 
ces derniers composés : ceux-ci dériveraient alors de l’ammo- 
niaque et des substances ternaires, elles-mêmes dérivées des 
sucres. | 

Quoi qu'il en soit, la levure,comme des végétaux verts, cons- 
truit les matières azotées de son protoplasma à partir de l'am- 
moniaque et de produits ternaires en relation étroite avec les 


1) Kurscuer. Zeils. physiol. Chemie, 1901, t. XXXIT, p. 59. 
2) Iwanow. Biochem. Zeitschr., 1914, L. LXIIL, p. 359. 
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sucres. L'azote qui lui est fourni sous forme de combinaisons 


organiques est ramené à l’état d'ammoniaque avant toute utili- 
sation. 
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PRODUCTION DE LEUCOCYTES POLYNUCLÉÉS 


PAR DES FRAGMENTS DE RATE CULTIVÉES «IN VITRO » 


par MAURICE DE LAET. 


(Travail fait à l’Institut Pasteur de Bruxelles.) 


Les mémorables travaux de Mercunixorr et de ses élèves sur 
la phagocytose ont atlaché au problème de l’origine des glo- 
bules blancs un intérêt tout spécial. 

De très nombreuses recherches entreprises à ce sujet ont tenté 
de préciser la part que prennent les organes hémopoïétiques 
dans la production des leucocytes, dans les diverses circons- 
tances de la vie : au cours du développement embryonnaire, ou, 
chez l'adulte, au cours des infections microbiennes. 

Cependant, nous restons encore assez ignorants sur le point 
de savoir quel mécanisme excitateur commande la néoforma- 
tion leucocytaire chez l'adulte. 

Nous savons, depuis que Mercanikorr l'a établi de façon cer- 
laine, que l’inoculation de microbes pathogènes à un animal 
vivant provoque dans la plupart des cas l'apparition d’une leu- 
cocytose dans la circulation générale de l'individu infecté. Les 
polynucléés représentent alors la très grande majorité des 
éléments nouveaux. 

D'innombrables constatations scientifiques sont venues con- 
lirmer cette thèse, et nous pouvoñs actuellement considérer 
comme absolument certaine l’action qu'exercent les germes 
pathogènes sur la production des globules blancs polynu- 
cléés. 

Mais là s’arrète le domaine de l’acquis, car les phénomènes 
qui se manifestent entre le moment de l'inoculation micro- 
bienne et celui de l'apparition de nombreux leucocytes nou- 
veaux dans le sang nous sont presque complètement inconnus. 

Une première question se pôse qui n'a guère reçu encore de 
réponse satisfaisante : au niveau de quels organes l'influence 
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du microbe agit-elle pour exciter la prolifération des éléments 
producteurs de leucocytes? 

Eurucn et son école assignent à l'ensemble des globules blancs 
des mammitières adultes deux origines bien distinctes. 

D'après ces auteurs, les lymphocytes et les mononucléés 
prennent naissance dans les ganglions lymphatiques et la rale, 
tandis que, seule, la moelle osseuse des os plats produit des 
leucocytes granuleux. 

A cette théorie dualiste, les partisans d'une théorie uniciste 
opposent des arguments basés sur des faits d'anatomie com- 
parée, d'embryologie et de pathologie expérimentale, qui abou- 
lissent à cetle conclusion que la distinction proposée par 
aRzice en organes lymphoïdes et myéloïdes n’est qu'artificielle 
puisque chez les êtres moins évolués de l'échelle animale, chez 
les embryons des mammifères ou enfin chez les mammifères 
adultes à l’occasion d’une infection violente, les organes réputés 
exclusivement lymphoïdes produisent les éléments de Ja série 
dite myéloïde. Le travail de Dominic (1901) apporte à cet égard 
d'intéressantes constatations. Cet auteur montre que chez le 
lapin adulte atteint de septicémie par le bacille d'Eberth, la 
rate contient des foyers d'éléments « myéloïdes » où l'examen 
histologique découvre des mégacaryocytes et des myélocytes. 

Malheureusement, si intéressantes que soient ces recherches, 
elles ne démontrent pas de façon irréfutable que c'est la rate 
elle-même qui a fourni les éléments-souches de ces foyers de 
prolifération. On pourrait objecter, en effect, que des cellules 
génératrices de leucocytes granuleux ont émigré de la moelle 
osseuse en pleine activité réactionnelle et que, portées par le 
sang circulant, elles sont venues se greffer et proliférer dans 
le tissu splénique. 

À celte première lacune de nos connaissances, s'ajoute 
l'ignorance quasi complète où nous sommes de la nature de 
l'excitation qui agit sur l'organe hémopoïétique et déclanche 
les phénomènes de mulliplication leucocytaire. 

La coriclusion simpliste, qui paraît résuller assez naturelle- 
ment des travaux de Mercnnixorr cités plus haut, est que 
l'aclion directe du microbe sur l'organe hémopoïétique suffit 
pour exciter la genèse de nouveaux éléments de défense, en 
d'autres lermes que l’action attractive tropique que les germes 
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exercent sur les phagocytes influence aussi les éléments produc- 
teurs de ces phagocytes et provoque leur prolifération. 

Cette conclusion est inexacte, des travaux récents démon- 
trent que l'excitation formatrice de leucocytes est plus com- 
plexe et utilise le concours de facteurs intermédiaires. 

En 1913, J. P. Gav et Enrrm CLayrore publièrent deux 
mémoires où ils exposent les expériences qu'ils firent sur les 
problèmes qui nous intéressent ici. Des plus caractéristiques 
d’entre elles, il résulte que si on injecte dans ia circulation d'un 
lapin neuf du bacille typhique vivant, après une hypoleuco- 
cytose passagère, il se produit une hyperleucocytose dont le 
maximum est atteint au bout de seize à vingt-huit heures après 
l'inoculation et dont le chiffre varie de 34.000 à 56.000 leuco- 
cytes par millimètre cube de sang. Mais si on répète l'expé- 
rience sur des animaux ##nunisés contre la fièvre typhoïde, on 
constate que l’hypoleucocytose, plus précoce, est notablement 
plus brève et qu’elle est très rapidement suivie d'une hyper- 
leucocytose atteignant de 80.000 à 274.000 éléments blancs par 
millimètre cube. Pareille hyperleucocytose ne se produit que 
si l’on injecte du bacille typhique et non quelque autre microbe 
à l'animal immunisé contre la fièvre typhoïde. (Auquel cas [a 
réaction est semblable à celle de l’animal neuf.) 

L'idée nouvelle que ces faits suggérèrent à ces derniers cher- 
cheurs est que le sérum immunisant prend activement part à 
l'excitation multiplicatrice des leucocytes. 

Une déduction aussi précise nous paraît insuffisamment 
autorisée par les données expérimentales; elle est cependant 
plausible. 

De plus cette hypothèse peut s'appliquer au cas de la leuco- 
cytose des animaux neufs atteints d'une première infection. 
L'existence de cette intervention intermédiaire demande, du 
reste, à être confirmée et aussi précisée. 

Nous nous sommes proposé de déterminer d'une façon 
aussi rigoureuse que possible le lieu d'élaboration de la leuco- 
cytose que provoque le facteur d’excitation suggéré par les 
travaux de Dommicr et de Gay et Enirx CLayroze, le bacille 
typhique. 

Dans ce but, nous avons cru devoir utiliser une méthode 
expérimentale d'acquisition récente, celle des cultures in vitro 
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de A. Carre. Déjà dans le domaine de limmunité, Carrez 
lui-même, puis Carrez et IxGeBRIGTSEN (1912), enfin Lunke (1912), 
l'utilisèrent pour étudier la formation d’hémolysines et d'agglu- 
linines, avec un plein succès. Leurs travaux démontrèrent que 
les {issus mis en culture dans les conditions décrites par Carrez 
sardent une vitalité relativement longue qui leur conserve un 
pouvoir réactionnel aux agents pathogènes, semblable à celui 
qu'ils possèdent 2n v1v0. | 

On pouvait donc espérer qu'une formation de polynucléés 
s'effectuerait x vitro dans des fragments de tissus hémopoïéti- 
ques provenant d'animaux préalablement injectés du bacille 
typhique, ou bien encore dans des cultures, additionnées de 
bacille typhique, de tissu de même catégorie mais provenant 
d'animaux neufs, 

Avant de passer à la partie descriptive, je tiens à remercier 
M. le professeur Bordet pour l’aimable hospitalité qu'il a bien 
voulu me donner dans les laboratoires de l’Institut Pasteur de 
Bruxelles et pour les précieux conseils dont il m'a honcré. 


MATÉRIEL ET TECHNIQUE. 


J'ai utilisé le cobaye comme matériel d'expérience. 

L'animal, {ué par section du bulbe ou par saignée à blanc, a 
l'abdomen soigneusement rasé et frotté à la teinture d'iode. 

On lui enlève la rate avec la plus rigoureuse asepsie et, très 
rapidement, on la plonge dans un cristallisoir contenant du 
liquide de Rixcer stérile auquel on conserve la température 
de 38°C. Ensuite, à l'aide de fins ciseaux asepliques, on découpe 
l'organe, toujours immergé dans le Ringer en très petits frag- 
ments d'une fraction de millimètre à 1 ou 2 millimètres au 
maximum de grandeur. On aspire, au moyen d’une large 
pipette, le liquide qui entraîne les petits morceaux d'organe et 
on rejetlé le tout au fond d'un tube stérile que l’on ferme par 
un tampon d'ouate. On prépare ainsi 5 à 6 tubes. En inclinant 
‘orlement le tube contenant les fragments d’organe, on par- 
vient à faire adhérer ceux-ci à la paroi; rien n'est plus aisé, 
alors, que d'aspirer au moyen d'une pipette plus effilée le 
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Ringer inutile que l’on remplace immédialement par le milieu 
de culture, recouvrant les morceaux de tissu d'une couche 
mince. Le milieu qui a été utilisé ici, décrit par Carrez, est 
composé de quatre parties de sérum de cobaye neuf et d’une 
partie d'une solution à 2 p. 100 de gélose dans du liquide 
physiologique. Le mélange effectué à une température de 
40° à 42°C. est conservé au bain-marie à cette même température 
jusqu'au moment de l'emploi. Les tubes renfermant les frag- 
ments et le milieu sont hermétiquement fermés par un capu- 
chon de caoutchouc destiné à éviter l'évaporation, et sont placés 
à l’étuve à 38°, en position très fortement inclinée. 

La principale cause d’insuccès est la contamination des cul- 
tures. C’est pourquoi, après avoir essayé plusieurs techniques, 
cultures sur lames de verre, en boîles de Petri ou en godets 
creux, nous nous sommes arrêté à la méthode ci-dessus décrite. 
Elle à sur toutes les autres cet énorme avantage d'éviter 
l'exposition directe à l'air libre des fragments à cultiver et de 
supprimer ainsi le principal agent de contamination. Il est 
même recommandable — et c'est ainsi que nous avons pro- 
cédé — de faire toutes les manipulations sous une vitre qui 
protège contre la chute des poussières les mains de l'opérateur 
et les objets qu'elles manipulent. Le temps de culture terminé 
(trois à cinq jours), les tissus ont été examinés de deux façons. 
La première consiste à séparer et à prélever au moyen d’une 
pipette effilée la zone de milieu qui entoure immédiatement Les 
fragments cultivés et qui contient, comme nous le verrons plus 
loin, les éléments de la prolifération de ces fragments. On 
l'étale sur une lame porte-objet; on fixe et on colore comme s'il 
s'agissait d'une préparation bactériologique ou d'une prépara- 
tion de sang'pour l'examen des leucocytes (coloration à la 
thionine ou au bleu de Leishmann-Romanowsky). La seconde 
fut la fixation en masse dans le liquide de Bouin des fragments 
inclus dans leur milieu de culture et la préparation histolo- 
gique de ces pièces débitées en coupes sériées. La première de 
ces méthodes convient mieux que la seconde pour l'examen des 
leucoeytes qui se rétractent au contact des liquides fixateurs et 
perdent de leurs caractères cytologiques. La seconde façon de 
procéder permettra l'étude des fragments en culture et de leur 
prolifération. | 
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DESCRIPTION DES EXPÉRIENCES. 


I. — Un cobaye de 400 à 450 grammes reçoit dans la jugu- 
laire interne une injection de 1 cent. cube d'une émulsion dans 
la solution physiologique de bacille typhique tué par un séjour 
d’une demi-heure à {a température de 56°. Vingt-quatre heures 
après cette injection, l'animal est-sacrifié et on lui enlève la 
rate que l'on répartit en tubes de cultures, ainsi qu'il a été décrit 
plus haut. 

Un autre cobaye du même poids, non injecté, sert de témoin. 

Après vingt-quatre heures, les deux cultures : rate de cobaye 
injecté et rate de cobaye neuf ont le même aspect. Chaque petit 
fragment en culture est décoloré, mais ne montre encore aucune 
prolifération. 3 

Après quarante-huit heures, on remarque, surtout si on 
examine les cultures par transparence, que les fragments de 
rate de cobaye injecté sont entourés d’un mince et léger trouble 
blanchâtre qui va en s’effaçant du centre à la périphérie. Les 
fragments de rate de cobaye non injecté ne présentent pas ce 
trouble périphérique; seuls de très fins petits prolongements 
filamenteux, formant un léger feutrage à peine visible, se mon- 
trent autour des bords des morceaux. 

Le troisième et le quatrième jour de culture, la zone blanche 
caractéristique des fragments de rate « typhique » s'agrandit et 
devient plus opaque. Le maximum de largeur est atteint après, 
en moyenne, quatre-vingts à quatre-vingt-seize heures de cul- 
ture. De plus, alors que la prolifération des fragments de tissu 
d'animal non injecté n’est bien active que chez les morceaux 
de moins d'un millimètre de taille, la zone blanche des frag- 
ments de rate « typhique » apparait aussi bien autour des par- 
celles ayant 1,5 ou 2 millimètres. Mais elle atteint tant chez les 
petits que chez les plus gros fragments une largeur sensible- 
ment uniforme; un peu plus d'un millimètre nettement définis- 
sable. Toutefois les zones qui entourent les plus gros fragments 
se distinguent par une plus grande opacité. 

Les deux formations (rate normale et rate typhique) sont 
donc nettement reconnaissables l’une de l’autre, même macro- 
scopiquement. Du reste, si on les examine au microscope, en 
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coupes, ou mieux, en frottis, on se rend immédiatement compte 
de leur nature. L'examen de frottis de zones apparues autour 
du tissu de rate typhique montre une quantité énorme de leuco- 
cytes polynucléés ressemblant vérilablement à l'aspect qu'offre 
une préparation de pus. Rien qu’à la vue de cet amas de leuco- 
cytes, on acquiert la conviction qu'un travail réactionnel consi- 
dérable a dù se passer dans le petit fragment en culture. 

En coupes, on voit que ces leucocytes ont envahi le milieu 
de culture circonvoisin grâce à leurs mouvements amiboïdes 
propres. C’est ce qui explique la largeur et l’opacité décrois- 
sante de la zone blanche développée autour de ces fragments. 

Certains leucocytes se sont même avancés jusqu'à une dis- 
tance de près d’un centimètre de la parcelle dont ils sont origi- 
naires. La très grande majorité des polynucléés ne s’est guère 
éloignée et forme la zone blanche décrite ci-dessus. 

Nos préparations nous ont montré que presque tous les 
leucocytes ainsi formés ont une réaction neutrophile, très rare- 
ment basophile. Nous n'avons rencontré aucun éosinophile. 

Il ne faut, à notre avis, attacher qu'une très minime impor- 
tance à ces aspects. Les conditions de culture sont naturelle- 
ment très susceptibles de transformer la réaction des éléments 
ainsi néoformés. Au point de vue qui nous occupe, cette ques- 
tion n’a, du reste, qu'une importance loute accessoire. 

Dans les cultures de rate de cobaye non injecté, rien de sem- 
blable ne s’est passé. 

Le tissu conjonctif s’est considérablement développé tant à 
l'intérieur qu'à l'extérieur du fragment et forme le feutrage 
ténu déjà macroscopiquement décrit plus haut. Il enserre dans 
ses mailles fines une très grande quantité de gros éléments 
embryonnaires, à protoplasme abondant, parmi lesquels on 
distingue de nombreux macrophages phagocytant des hématies ” 
et des cellules en dégénérescence, constituant ainsi la réaction 
au traumatisme provoqué par le découpage des morceaux 
d'organe. Quant aux polynucléaires, on n’en trouve pas, et le 
milieu ambiant est dépourvu de tout élément figuré. 


II. — Une rate de cobaye normal de même poids que les 
précédents fut prélevée et cultivée selon la méthode déjà 
connue, mais le milieu de culture reçut au préalable 1/2 cent. 
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cube d'émulsion typhique (celle même qui fut utilisée pour les 
injections intraveineuses) pour 10 cent. cubes de sérum sanguin. 
Cette dose correspond à celle qui fut injectée, en ce sens qu’elle 
confère au milieu la mème concentration torique que celle du 
sang de l'animal injecté; les fragments ainsi cultivés se trou- 
vaient donc, à ce point de vue, dans des conditions identiques à 
celle de l'organe considéré ?2n vivo chez l'animal injecté. 

Une rate normale, servant de témoin, fut cultivée sur un 
milieu sans toxine. 

Les deux cultures furent semblables : les leucocytes polynu- 
cléaires n'apparurent ni dans la première, ni dans la seconde, 
seule la prolifération congonctive se manifesta. 


CoxcLusioxs. 


1° Ilest désormais hors de doute que, au cours d'une forte 
inoculation de bacille d’'Eberth, la rate est le siège d’une 
réaclion très intense qui met en liberté un nombre très consi- 
dérable de leucocytes polynucléés. La quantité de ces éléments 
est telle, comparée aux dimensions du fragment dont ils sortent, 
qu'on ne saurait s'arrêter un instant à l’idée qu'ils y préexis- 
taient. La prohfération est un fait évident. 

2° La seconde question que nous nous posions au début de 
ce travail était relative à l'origine des éléments souches de cette 
genèse. Appartiennent-ils aux éléments constitutifs de la rate 
ou sont-ils simplement importés dans cet organe par le sang 
circulant? 

Au point de vue du rôle que peut jouer la rate au cours des 
infections, cette distinction n’a guère d'importance puisque le 
résultat, c'est-à-dire la mise en action d’un nombre énorme 
d'éléments défensifs, subsiste dans les deux cas. 

Son intérêt réside dans l'argumentation qu’elle fournit aux 
histologistes discutant l’origine unique ou double des glo- 
bules blancs du sang. 

Nos expériences nous paraissent permettre des conclusions 
certaines en faveur des unicistes. En effet, nous avons cultivé 
simultanément des fragments de moelle osseuse et de ganglions 
lymphaliques des animaux injectés dont la rate nous a fourni 
la prolifération de polynucléés. Aucun de ces deux premiers 
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üssus ne manifesta même l’ébauche d'une réaction semblable 
à celle du troisième. De gros macrophages entourent les par- 
celles de moelle osseuse et phagocytent le milieu immédiate- 
ment en contact avec elle. Aucun élément migrateur n'a été 
décelé dans la culture, aucun foyer de prolifération n'a été 
trouvé au sein des fragments examinés. Quant aux ganglions 
lymphatiques, seule une aire de tissu conjonctif jeune l'entoure 
au bout de deux jours de culture. 

Or, si ces organes avaient envoyé dans la circulation les élé- 
ments générateurs d'une leucocytose aussi intense que celle 
qui se fit dans nos cultures, des traces en seraient au moins 
restées apparentes dans les tissus fixés en pleine activité. 

Du reste, le fin découpage des fragments au sein du Ringer, 
avant la mise en cullure, a rendu ces parcelles totalement déco- 
lorées, exsangues. Il est dès lors inadmissible que, seuls, un 
grand nombre de myéloblastes ou de myélocytes y aient pu 
subsister. 

La rate de nos cobayes à donc réagi seule à l’intoxication 
* éberthienne; elle à fourni, selon toute évidence, les éléments 
souches de notre polynucléose expérimentale. 

3° Celte réaction répond-elle à l'excitation directe de la 
toxine typhique ou à d'autres facteurs intermédiaires créés par 
la présence de cette toxine dans le sang? 

Le second groupe d'expériences apporte à ce sujet quelques 
données. La toxine typhique ne détermine pas elle-même par 
son seul contact avec le tissu splénique cette formation de poly- 
nucléaires. 

Il existe donc, sans aucun doute, un facteur intermédiaire 
provoqué lui-même par l'introduction de l’'émulsion bacillaire 
dans la circulation, mais sur la nature duquel il nous est impos- 
sible dans l’état de nos connaissances d’être plus amplement 
ixÉ. 

Toutefois, nous pouvons déjà conclure, de ce que nous savons, 
que cetle excitation doit se faire chez l’animal vivant et que, 
une fois opérée, elle ne nécessite plus la présence de l’excitant 
dans la rate, puisque, relirée de l'animal et cultivée sur un 
milieu à base de sérum normal, cette rate manifeste cependant 
une vive réaction. 

Telles sont les données que nos recherches nous ont fournies. 
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Nos expériences n’ont utilisé que l’action excitatrice du bacille 
typhique tué. I est infiniment probable que la plupart des 
autres microbes pathogènes exercent la même action. D’autres 
recherches à ce sujet apporteraient, nous semble-t-il, de fruc- 
tueuses et intéressantes précisions. 
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L'IMMORTALITÉ DES ORGANISMES UNICELLULAIRES 


par S. METALNIKOW. 


De nombreux biologistes ont traité le problème de l'immor- 
talité et de la multiplication des organismes unicellulaires. Les 
premiers essais sur l'étude de la vie et de la multiplication des 
infusoires sont dus au savant Benedict de Saussure (1675). 
Après lui de nombreux et célèbres protistologistes du xix° siècle 
tels que : Guanzato, Ehrenberg, Dujardin, Balbiani, Engelmann 
et d’autres avaient fait des expériences semblables. 

En 1888-1889 Maupas fit paraître ses travaux classiques sur 
la multiplication et la conjugaison des infusoires. Il avait étudié 
la multiplication de vingt espèces différentes, dont les unes ne 
vécurent que deux-trois semaines ; il réussit à entretenir 
d’autres durant des mois ; mais toutes les cultures après un 
certain nombre de générations périrent. Avant leur mort Maupas 
put observer une suite de changements provenant de la vieil- 
lesse ; ce qui d’après lui démontrerait que l'organisme des 
infusoires comme celui de tous les autres êtres vivants s’use 
avec le temps et s'achemine ainsi vers la vieillesse et la mort 
naturelle. 

Tous les infusoires auraient fini par périr s'ils n'avaient 
pas la faculté de se conjuguer entre eux. La conjugaison dont 
les principaux traits nous rappelle le processus sexuel préserve 
les êtres unicellulaires de la dégénérescence sénile. 

Pour Maupas la conjugaison rajeunit la cellule en lui donnant 
des forces nouvelles.Les expériences de Maupas ont été exécutées 
sur une échelle si large, ses mémoires sont tellement démonstra- 
tifs que sa conception relative à la signification de la conju- 
saison, au processus sexuel, s’est imposé en biologie et fut 
unanimement adoptée dans tous les traités. 

Les nombreux travaux faits dans les laboratoires de Butchli, 
Hertwig et autres confirmèrent plus ou moins les observations 
de Maupas. 

En 1902,Calkins, zoologue américain, fit paraitre ses premiers 
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travaux, et, tout en répétant ceux de Maupas, démontra que 
la vie des infusoires pouvait être prolongée non seulement par 
la conjugaison, mais aussi par des malières stimulantes (extrait 
de viande, extrait de la glande thyroïde et solutions de quelques 
sels). 

Les cultures vécurent près de deux ans et donnèrent plus de 
100 générations. Les cultures de Calkins finirent cependant 
par périr d'épuisement. Ainsi ses expériences prouvèrent à 
nouveau la théorie de Maupas. Pour Calkins la mort naturelle 
par vieillissement est essentielle au protoplasme des êtres uni- 
cellulaires. Chaque infusoire a sa durée de vie, son nombre 
propre de divisions que Calkins à nommés faculté vitale 
potentielle. Lorsque celle-ci est épuisée la cellule meurt. 

Cependant dans chaque flaque d’eau se trouvent des milliers 
d'infusoires. Par conséquent il doit exister un moyen naturel 
d'écarter la mort normale. Cest ici qu'intervient le processus 
de la conjugaison ou de la fécondation. 

Grâce à ce processus les vieilles cellules se transforment en 
un individu nouveau, comme le protoplasme des cellules 
sexuelles après la fécondation se transforme en un individu 
nouveau. S'il nous élait possible de réunir tous les infusoires . 
provenant par division de l’infusoire mère el si nous pouvions 
les classer par périodes, nous n’aurions pas manqué de constater 
que le protoplasme de ces multiples cellules présente les mêmes 
périodes successives de jeunesse, de maturilé et de vieillesse 
que les cellules d’un animal supérieur. Dans les deux cas les 
cellules se multiplient par cycles. 

En mème temps que les travaux de Calkins parurent ceux 
d'Enriques dont les résullats étaient opposés. 

Enriques à obtenu dans ses cultures jusqu'à 683 générations 
sans aucun indice de vieillesse. Pour conclure il a exprimé sa 
ferme conviction que les indices de dégénération observés par 
Maupas, Ualkins et d’autres ne proviennent ni des causes 
internes, ni de la vieillesse. C'est Le résultat d’auto-intoxication 
par les produits d'échange nutzilif et les toxines produites par 
suite du développement des microbes. La perfection de la 
technique des cultures et l'éloignement soigneux des produits 
d'échange nutritif des cultures nous donneraient la possibilité 
de prolonger l'expérience à l'infini. 
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En effet les travaux postérieurs sur les cultures d'infusoires 
isolés confirment l'opinion d'Enriques. 

Bientôt après les travaux d'Enriques parurent ceux du 
zoologue américain Woodruff. Il a perfeclionné la technique de 
ses cultures et a démontré que les infusoires pouvaient se 
développer à l'infini sans aucune conjugaison. Woodruf a 
commencé ses expériences en 1907 et il a continué la culture 
des infusoires isolés (Paramæcium aurelia) jusqu'à nos jours. 
À juger d'après les derniers ouvrages de Woodruf cette cul- 
ture a atteint plus de 5.000 générations sans conjugaison. 

J'ai entrepris une expérience analogue presque en même 
temps que Woodruff. Au commencement de l’année 1908 j'ai 
reliré de l'aquarium un infusoire, Paramæcium caudatum, qui 
a donné naissance à toutes mes cultures d’infusoires isolées. 
Durant deux ans l'expérience a été poursuivie par moi et par 
ma femme, à Tsarskoyé Selo. 

En 1910, j'ai transporté cette culture au laboratoire biolo- 
gique fesgaft à Pétersbourg où elle est poursuivie jusqu'à 
présent. 

Afin de compenser la perte possible d'une des cultures, j'en 
ai fait 20 ; et l'étude de ces cultures était poursuivie par deux 
personnes différentes. Nous observions en même temps 
l'influence des conditions différentes sur la vie et la multi- 
plicalion des infusoires : influence de la lumière, de la tempé- 
rature, de la nourriture, etc. 

En vérité ce travail a été collectif, car il est impossible à une 
seule personne de s'occuper d'un si grand nombre de cultures 
pendant longtemps. Outre ma femme et mon fils, les personnes 
qui aux époques différentes ont pris part à ce travail sont: V. 
Losskaya, A. Krassouskaya, A. Fedorowa, O0. Toptchiew, R. 
Galustiantz et Volkowa. Ce fut surtout M. Galadgieff qui a 
consacré beaucoup de temps et a prodigué bien des soins à 
cette culture. J'exprime ici ma sincère reconnaissance aux per- 
sonnes ci-dessus mentionnées. 


Méthode. 


Dans aucun domaine d’études expérimentales la méthode ne 
joue un rôle aussi décisif que dans les expériences sur les 
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cultures des organismes inférieurs. Il faut tenir compte des 
influences minimes, souvent imperceptibles, et des conditions 
extérieures. Fréquemment le succès de l'expérience dépend 
entièrement de ce que les conditions artificielles correspondent 
aux conditions naturelles dans lesquelles vit cet organisme. Si 
nous trouvons que l'organisme dans les conditions données 
varie, souffre et même périt nous ne pouvons aucunement 
parler d’affaiblissement, des changements séniles ou de mort 
naturelle jusqu’à ce que nous ne soyons absolument certains 
que tous ces phénomènes ne sont provoqués par aucune 
condition extérieure, souvent à peine perceptible au labora- 
loire. C'est pourquoi il nous a paru nécessaire de commencer 
par étudier toutes les conditions favorables à l'alimentation et à 
la mulliplication des infusoires. 

Grâce aux expériences poursuivies pendant longtemps, nous 
connaissons suffisamment tout ce qui concerne la vie, lalimen- 
tation et la multiplication des infusoires, principalement des 
Paramaæcium. Nous savons que les infusoires vivent et se 
mulliplient parfaitement dans les infusions de foin, cependant 
l'infusion de foin n’est pas un milieu obligatoire pour l’expé- 
rience. 

Les infusoires peuvent aussi vivre dans de faibles solutions 
d'extrait de viande et même dans l’eau simple, à condition 
que cette eau ne contienne aucune matière nuisible, même 
si les doses en sont minimes (imperceptibles à toute analyse 
chimique). 

L'eau, on le conçoit facilement, joue un rôle important dans 
la vie des infusoires. L'eau distillée préparée ordinairement 
dans des vases métalliques, de mème que l’eau courante de 
nos conduites d’eau sont plus ou moins nocives pour les infu- 
soires. C’est pourquoi il est important d'employer pour les 
infusions l’eau des étangs ou celle qui est distillée dans des 
appareils en verre. L'eau obtenue par la fonte de la neige 
vierge (1) donne de bons résultats. 

Les expériences nous ont prouvé que l’eau pure de neige pré- 
sente non seulement un milieu favorable aux infusions, mais 


(1) Pour obtenir cette eau, il faut se servir de neige pure, prise hors de la 
ville, car en ville la neige est toujours plus ou moins souillée. 
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elle exerce en outre une influence stimulante sur les infusoires 
eux-mêmes. 

La seconde condition indispensable pendant ces expériences, 
c'est la propreté absolue des verres et des serviettes. [l faut 
toujours s'assurer que le verre n'a servi à aucun autre usage 
et s’il ne contient point de traces de réactifs. Il est connu que 
les composés chimiques, tels que le sublimé, pénètrent pro- 
fondément dans le verre et il est très difficile de les en 
enlever. 

Pour l'élevage des infusoires nous avons employé principa- 
lement le foin. Il est à remarquer que la qualité du foin exerce 
une influence importante. Certaines sortes de foin contiennent 
des plantes nuisibles à la vie des infusoires. C'est pourquoi, 
avant de commencer l'expérience, il est nécessaire d'étudier 
l'action de l'extrait de foin sur les infusoires. Nous avons fait” 
une grande provision de bon foin expérimenté plusieurs fois 
et qui nous a servi tout le temps. L’infusion de foin se prépare 
de la manière suivante : 

On prend 1 gramme de foin, 100 cent. cubes d’eau, on en 
remplit le ballon et on soumet à l’ébullition pendant plusieurs 
minutes. 

L’infusion obtenue peut être conservée plusieurs Jours et 
servir d'alimentation aux infusoires. Outre l’infusion de foin, 
nous avons employé la solution d'extrait de viande de Liebig 
si recommandée par Woodruf. 

On répartit dans des tubes la solution d'extrait de viande 
à 0,025 ou 0,050 p. 100; on bouche avec du coton et on met à 
l’autoclave. 

Ce milieu excellent pour les Paramæcium est d'autant plus 
commode qu'il peut être conservé très longtemps dans des tubes 
stérilisés (1). 

Les infusoires absorbent volontiers toutes ces matières. Par- 
fois sous l'influence de l'alimentation prolongée avec la mème 
substance ils finissent par changer quelque peu leur aspect 
extérieur. Par exemple : les infusoires nourris de jaune d'œuf 
deviennent plus larges, plus ronds, le protoplasma devient 
trouble et perd sa transparence. Une observation, même super- 


(1) Avant l'emploi toutes ces infusions étaient diluées avec de l’eau fraiche 
et éprouvée. 
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ficielle, permet de distinguer les infusoires nourris au jaune 
d'œuf. Ceux qui sont nourris de bactéries sont plus transparents 
et de forme oblongue, ce qui dépend de la nature de la nour- 
riture. Certaines espèces de bactéries sont bien digérées par les 
infusoires tandis que d’autres le sont mal. 1] arrivait souvent 
que le milieu préparé avec le plus grand soin était, pour des 
causes inexpliquées, plus où moins nuisible aux infusoires. 
Il est probable que dans ces cas ce n'élait pas seulement le 
milieu qui jouait un rôle mais aussi les bactéries et les micro- 
organismes qui se trouvaient par hasard dans ce milieu. 
Sans doute il y a des bactéries utiles aussi bien que des bac- 
téries nuisibles aux infusoires, qui peuvent vivre en parasites 
et même empoisonner les infusoires par leurs sécrétions. 

Pour empêcher les infusoires de se conjuguer, nous les 
‘mettions, à mesure qu'ils naissaient, dans des cellules sépa- 
rées. 

Comme cellules nous avons employé des lames creuses. 
Dans chacune nous introduisions de 3 à 8 gouttes de l’infusion 
de foin ou quelque autre milieu nutritif. Puis nous y intro- 
duisions à l'aide d'une pipette capillaire un seul infusoire. Le 
lendemain nous comptions les infusoires nouvellement pro- 
duits par division. Dans cet espace de temps l’infusoire parvenait 
ordinairement à se diviser une, deux fois. Le nombre des 
infusoires était enregistré dans un livre spécial. Tous les 
exemplaires superflus étaient mis dans une culture spécia- 
lement réservée et il n'en restait qu’un seul. Le milieu était 
changé chaque jour ou tous les deux jours. Aïnsi l'expérience 
se poursuivait quotidiennement. Nous avions toujours une 
vingtaine de cultures. Les mois où nous faisions des expériences 
parallèles le nombre des cultures était doublé. Outre les cultures 
isolées nous réservions toujours une petite culture où l’on intro- 
duisait les exemplaires superflus de la culture originelle. 
Ainsi, nous avions toujours, outre la culture isolée, une cul- 
ture réservée correspondante, contenant de dix à quinze infu- 
soires. Ceci est important pour le cas où les individus isolés 
auraient péri par suile de quelque maladresse. Les cultures 
réservées étaient attentivement observées chaque jour, afin d'y 
surprendre et d'en séparer à temps les individus conjugués. Une 
lois par semaine nous mesurions les infusoires à l’aide d'un 
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oculaire micrométrique et nous faisions les préparations micro- 
scopiques pour étudier le noyau. 

Pour préserver les cultures du desséchement, les lames avec 
les cultures isolées et les cultures de réserve étaient placées 
dans des chambres humides spécialement préparées pour cela. 
Au début les expériences se faisaient à la température de la 
chambre. Plus tard j'ai placé les cultures à l’étuve à 23-25°. 


Multiplication des infusoires en rapport avec l'âge 
du protoplasme cellulaire. 


Le problème important qui se résout par l'expérience de la 
multiplication des infusoires est celui de l’âge ou de l’immor- 
talité du protoplasme cellulaire. 

La cellule peut-elle se multiplier et se diviser à l'infini ou bien 
existe-t-1] une certaine limite au delà de laquelle elle ne peut 
plus se diviser? Le phénomène des changements séniles 
menant à la mort naturelle, se présente-t-il à un moment 
donné, comme le croyait Maupas et ses adeptes? S'il est vrai 
que la cellule ne peut pas se diviser infiniment, existe-t-il 
alors quelque moyen de sauver la cellule de la mort inévi- 
table ? 

Nous devons admettre a priori que ces moyens existent, 
autrement toutes les cellules auraient depuis longtemps cessé 
d'exister. 

Quel rôle jouent dans la vie des cellules la conjugaison et le 
processus sexuel? La conjugaison et le processus sexuel sont-ils 
les procédés stimulants qui sauvent la cellule de la dégénéres- 
cence et de la mort? S'il est démontré que la conjugaison ne 
peut pas jouer le rôle stimulant, alors quelle influence ce pro- 
cessus exerce-t-il sur la vie de la cellule ? 

Telles étaient les questions qui, nous semblait-il, pouvaient 
ètre résolues par les expériences sur les cultures d’infusoires 
isolés. 

Depuis longtemps je me proposais d'accomplir ce travail et 
J'avais élaboré le plan de son exécution. Plusieurs fois j'étais 
- tenté de le commencer, mais les circonstances extérieures, les 
voyages et les déplacements m'empêchaient de bien instituer 
les expériences. 
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Ce n'est qu’en 1908 que j'ai réussi à commencer ce travail, 
lequel se poursuit jusqu'à présent. 

Pendant les deux premières années Je me suis appliqué aux 
expériences préparatoires. Plusieurs fois le travail a été inter- 
rompu par suite de la mort de l'infusoire, conséquences de 
l'imperfection des méthodes. 

Ce n’est qu’en 1910 que je parvins à perfectionner les pro- 
cédés et à trouver des infusoires plus résistants et mieux appro- 
priés aux condilions du laboratoire. 

Toutes mes cultures isolées doivent leur origine à ces infu- 
soires. 

Le premier infusoire provenait de l'étang de Pavlovsk (en- 
virons de Pétersbourg). L'aspect extérieur de cet infusoire ne 
différait en rien des formes ordinaires de Paramæcium 
caudatum. Deux, trois années plus tard, j'ai pu observer que les 
infusoires cultivés différaient visiblement de l'infusoire pri- 
mitif : ils étaient plus pelits, leur forme extérieure avait varié. 
Il est difficile d'exprimer en chiffres ces variations, mais qui- 
conque les observe souvent les remarque aussitôt. Je l'ai déjà 
dit plus haut, la forme primitive a donné naissance aux 20 cul- 
tures isolées qui se poursuivent jusqu'à présent, c'est-à-dire 
près de onze ans. 

Chaque jour toutes les 20 cultures étaient revues, le nombre 
des infusoires divisés compté et les résultats notés sur un 
registre spécial. Ces données me permirent de tracer les courbes 
des cultures séparées aussi bien que celles des résultats géné- 
raux de 10 cultures. 

Les courbes étaient tracées de la manière suivante: Chaque 
jour je comptais le total des infusoires nouvellement formés 
dans les 10 cultures. De la somme totale résultait le chiffre 
mesurant la rapidité de la multiplication journalière, c’est-à- 
dire le nombre journalier de générations. Si les dix infusoires 
au bout de vingt-quatre heures avaient donné 20 individus, 
cela signifiait que les infusoires ne s'étaient divisés dans ce délai 
qu'une seule fois, c’est-à-dire ils ont donné une génération. 
Si les infusoires ont donné 40 individus, cela nous indique 
2 générations et ainsi de suite. 

Tous les chiffres intermédiaires étaient exprimés par les 
fractions décimales. 
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Ces données nous permirent de tracer la courbe générale de 
la rapidité de la multiplication pendant six années et demie 
(Voir la courbe ci-dessous). | 

La quantité de générations varie tous les ans. 


LILLOISE: 138 générations (en 5 mois) 
LAARIAMETAET- 394 — — 
LA RL 113 — — 
199 do et ar: 391 —— — 
MUNIE ENS. 399 = = 
ASE 238 — -— 
D'OLONNE AE ZT — — 
Tome un 2.390 — — 


13/0 Ju 19/4 1913 77 g15- 277 


Courbe générale, montrant la rapidité de la multiplication des infusoires 
sans Conjugaison pendant six années et demie. On a porté en abscisses les 
temps et en crdonnées le nombre de générations. 


La courbe réprésente les moyennes prises tous les dix jours. 
De sorte que pour chaque mois nous obtenions trois points (1). 

Ce qui nous frappe à l'examen de cette courbe, ce sont les 
grandes et surprenantes oscillations de la rapidité de la multi- 
plication. Parfois cette rapidité s'abaisse jusqu'à 0, d’autres 
fois elle atteint 2 et même 2,5. Ces oscillations, marquées par la 
courbe, construite sur la moyenne des chiffres pour dix jours, 
s'atténuent. Les courbes marquant la rapidité journalière pré- 
sentent ces oscillations d'une manière plus frappante. 

(1) Je regrette de ne pouvoir citer dans cet article toutes les courbes et 
les données pour les onze ans, toutes mes notes étant restées à Pétrograd 
d'où je fus obligé de partir brusquement pour le Sud de la Russie. En 
quittant Pétrograd je pensais y revenir au bout d’un mois. Par suite de 
la séparalion complète du Nord et du Sud de la Russie je n'ai pu faire ce 
voyage ni avoir les notes des expériences et les courbes qui me manquaient. 


Les travaux sur les cultures isolées sont encore poursuivis par mon assistant 
M. Galadgieff. Les infusoires vivent toujours et continuent e multiplier. 
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Il arrivait souvent, au début surtout, que les infusoires 
cessaient de se diviser pendant deux ou trois jours. Plusieurs 
individus périssaient. Après cette période d'affaiblissement et 
de dépression, les infusoires recommencçaient à se diviser. Ces 
oscillations nous ont paru sans régularité. Elles semblent indé- 
pendantes de l'alimentation et de la saison. Il est vrai que la 
température exerce une vive influence sur la division des infu- 
soires ; nous avons éliminé les variations de température en 
mettant les infusoires à l’étuve. Si nous examinons la courbe 
nous remarquons que le printemps et l'été influencent la rapi- 
dité de la multiplication ; cependant celte augmentation n'est 
pas constante. Il nous arrivait de constater l’affaiblissement de 
l'activité en été et, au contraire, l'augmentation de la rapidité 
de la multiplication en automne et en hiver, comme cela a eu 
lieu en 1910, 1912 et 1916. La courbe nous fait voir que la 
rapidité de la multiplication pendant les six années se mainte- 
nait à une génération par jour. 

En 1910 les infusoires ont produit 138 générations en cinq 
mois. En automne,la rapidité s’est accrue et a atteint dans quel- 
ques cultures plus de deux générations par jour. En novembre 
et en décembre la multiplication fut moins énergique, de sorte 
qu'en décembre il semblait que toutes les cultures allaient 
périr. En janvier, une augmentation s’est produile et elle a duré 
plusieurs mois. Durant l’année 1911 nous remarquons deux 
fois la diminution de l'énergie de la multiplication, en avril et 
en juin; puis celle-ci s'élève rapidement et atteint deux géné- 
rations par jour. Cependant elle diminue de nouveau vers la 
fin de l’année. L'an 1912 a été surtout favorable aux infusoires 
qui ont donné #13 générations. Une dépression notable a été 
constatée à la fin de juin seulement. 

En 1913-1914 nous remarquons quelques diminutions de 
l'énergie de la multiplication, vu que le nombre de générations 
diminue successivement jusqu’à 397 et 393 générations. Une 
très brusque diminution se produit surtout en 1915, lorsque le 
nombre de généralions tombe à 238 et le nombre de dépressions 
augmente Jusqu'à 5 par an. L’affaiblissement de la multipli- 
cation à été si grand qu'il nous semblait que les cultures allaient 
périr prochainement. Ce brusque affaiblissement des cultures 
en 1915 s'explique par des causes purement extérieures. 
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Cette année, notre laboratoire a été transféré dans un autre 
bâtiment et ne pouvait pas être bien installé à cause de la guerre. 
Le chauffage central et les conduites de gaz ont subi plusieurs 
avaries et la température tombait au-dessous de la normale. 
Ceci a grandement influencé la vie des cultures, lesquelles se 
trouvèrent en état de déchéance. En 1916 nous avons réussi à 
améliorer l'organisation du travail, ce qui inflaençca immédia- 
tement le bien-être des infusoires. 

L'année 1916 à été la période florissante pour toutes les 
cultures, qui, au bout de huit mois d'existence, ont manifesté une 
énergie beaucoup plus grande qu'au début de notre expérience. 
L'explication probable pourrait être que les cultures s'étaient 
adaptées aux conditions de la vie du laboratoire. 

Outre la vieille culture mère À, que nous avons commencée 
en 1908 et laquelle a donné naissance aux 20 cultures isolées A,, 
A,, À,, À..., nous avons tenté une culture nouvelle, Ceci dans 
le but de mieux étudier la forme primitive. Malheureusement 
ceci n'a pas élé fait avec la première culture À et nous sommes 
privés de la possibilité de juger des changements produits dans 
la forme extérieure et dans la structure intérieure des infusoires 
isolés, Pour réparer cette faute nous avons entrepris une nou- 
velle culture parallèle, Nous avons pris de l'aquarium une 
forme spontanée de Paramaæctun caudatum. Deux-trois jours 
après, l'infusoire, s'étant divisé plusieurs fois, a donné 10 infu- 
soires filles, qui à leur tour ont donné naissance à 10 cultures: 
nouvelles (B,, B,, B,...). 

Les cultures subsistèrent une année, puis elles périrent peu à 
peu,comme cela eut lieu dans les expériences de Maupas, Calkins 
et d’autres. 

Aucun des stimulants employés : changement du milieu et 
de nourriture, conjugaison ne parvinrent à sauver ces cultures. 
Nos autres tentatives n'ont pas eu plus de succès. En 1915 seu- 
lement, nous avons enfin trouvé une race si stable et s’adaptant 
si facilement aux conditions du laboratoire qu'elle ne périt pas 
et donna même naissance à une culture nouvelle des infusoires 
isolés, lesquels vivent jusqu'à présent (D,, D,, D...). 

En examinant les données obtenues de nos cultures isolées 
nous pouvons commencer par affirmer qu'il n'existe aucun 
rapport entre la multiplicalion et l’âge de la culture. Il est vrai 
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que pendant les premières années de la vie des cultures, à partir 
de 1912et jusqu'en 1915, on pouvait supposer un commencement 
d’affaiblissement gradué des cultures. A partir de 1916 la rapi- 
dité de la multiplication des infusoires isolés a atteint un degré 
supérieur à celui que nous constations durant les premiers jours 
de la vie des cultures. Les années suivantes jusqu’à ce temps 
dernier, la multiplication se faisait d'une manière normale, 
malgré que la culture ait donné plus de 3.000 générations. 
Ceci atteste que,malgré l’âge très avancé de la culture, l'énergie 
de la multiplication n’a pas seulement diminué, mais, au con- 
traire, elle a augmenté. Ceci s'explique parce que la culture s’est 
parfaitement adaptée aux conditions artificielles du laboratoire. 

Pour donner une idée de la puissance que possède une cellule 
de créer de la matière vivante, je citerai quelques chiffres qui 
découlent des données ci-dessus. 

Si nous admettons le fait que chaque infusoire se divise une 
seule fois dans la journée (en réalité il se divise plus souvent) 
il doit donner en trente jours : 1.073.741.824 individus. 

Dans deux mois la quantité des infusoires est tellement grande 
qu'il est difficile de l'exprimer en chiffres. 

Il est préférable de l’estimer en volume. En admettant que 
dans un millimètre cube se placent 1.000 petits infusoires (en 
réalité il y en a beaucoup moins), nous aurons dans 40 jours 
un milliard de millimètres cubes d’infusoires nouveau-nés ou 
un mètre cube de matière vivante. : 

Dans deux mois, il y en aura déjà un million de mètres 
cubes et dans quatre mois le volume de la matière vivante, pro- 
duite par un seul petit infusoire, surpassera de beaucoup le 
volume de la terre. Telle est la force productive et créatrice 
d’une cellule vivante ! 


Signification de la conjugaison et du processus sexuel. 


Nos expériences comme celles de Woodruff prouvent sans 
aucun doute que la conjugaison n’est point obligatoire, que la 
cellule dépourvue de la possibilité de se conjuguer avec une 
autre ne périt pas par dégénérescence sénile, mais qu'elle se 
mulliplie avec la même énergie qu'auparavant. Il faut donc 
abandonner l'opinion de Maupas que « la conjugaison est un 
rajeunissement caryogamique ». 
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En effet le rajeunissement doit être lié à l'augmentation de 
l'énergie vitale et à celle de la faculté reproductive de la cellule. : 
Ceci pourtant n'a pas été prouvé ni par Maupas, ni par ses 
disciples. : 

Au contraire même, dans les expériences de Maupas, nous 
trouvons des indications que la force productive de la cellule 
n’augmente pas après la conjugaison. 

Maupas écrit : « Autrement dit, je nie que les infusoires au 
sortir de la conjugaison jouissent d’une faculté de reproduction 
plus énergique que plus tard » (p. 504). 

R. Hertwig aboutit à la même conclusion. 

D'après lui les animaux qui se sont conjugués se multiplient 
plus lentement que les non-conjugués. « Als erstes Resultat 
ergab sich mir eine auffallende Fruchtharkeit der an der Conju- 
gation verhinderten Tiere ; obwohl ich meine Versuche noch 
nicht abgeschlossen habe, so müchte ich jetzt hervorheben, dass 
die künstlich getrennten Tiere lange Zeit über sich energischer 
teilten als Paramaecien, welche die Conjugation durchgemacht 
hatten » (p. 223). 

Les vastes expériences de Jennings non seulement ne confir- 
ment pas cette opinion de Hertwig, mais elles aboutissent à des 
résultats plus inattendus et plus paradoxaux. 

Les expériences de Jennings démontrent que les générations 
des infusoires conjugués se multiplient beaucoup pluslentement 
que celles des non-conjugués. 

Le plus surprenant est que cette génération se distinguait en 
général par une vitalité beaucoup plus réduite. La règle est 
que la mortalité parmi les générations issues des individus 
conjugués est bien supérieure à celle provenant des individus 
non conjugués. Par suite nous pouvons dire que non seulement 
la conjugaison et le processus sexuel n’augmentent pas l’activité 
vitale des cellules, mais que ce sont plutôt des causes de son 
affaiblissement. 

Comment expliquer ce fait étrange ? Jennings donne deux 
explications: 

1° La conjugaison et le processus sexuel présentent un pro- 
cessus cytologique très compliqué et dangereux. Le moindre 
trouble dans l'opération normale amène toute une suite d’ano- 
malies qui conduisent à la mort; 
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2e La conjugaison comme le processus sexuel présente l'union 
de deux individualités différentes. De cette union il résulte une 
suite de nouvelles combinaisons. Il est possible qu'un certain 
nombre de ces combinaisons soient mal réussies et manquent: 
de vitalité, ce qui est la cause de leur instabilité. 

Nous avons institué des expériences semblables et quoiqu'elles 
ne soient pas encore complètement terminées nous pouvons 
affirmer en nous basant sur les données déjà obtenues que les 
organismes unicellulaires ont la faculté de se multiplier sans 
conjugaison un temps indéfini, que la conjugaison est un pro- 
cessus vital, dont la cellule peut se passer facilement, que la 
conjugaison ne joue pas le rôle du rajeunissement. 

Si tel est Le fait, quel est donc le rôle de la conjugaison et du 
processus sexuel? 

Je parle aussi du processus sexuel, vu qu'il exerce chez 
les organismes multicellulaires la fonction de la conjugai-. 
son. 

L’œuf exige la fécondation pour se diviser et former un orga- 
nisme développé. Telle est la règle générale. Cependant les 
exceplions nous sont depuis longtemps connues. Nous avons cité 
de nombreux cas où l’œuf se développait sans fécondation ou 
parthénogénétiquement. Chaque année on trouve que le nombre 
des exceptions augmente. À présent nous savons que beaucoup 
d'animaux parmi les vers et kes arthropodes se multiplient sans 
fécondation. 

Dans notre laboraloire biologique pendant dix ans les phas- 
mides(Diripus morosus)se multipliaient parthénogénétiquement 
et durant ces dix années il n’y eut pas un seul mâle. Cela prouve 
que la fécondation aussi bien que la conjugaison ne sont aucu- 
nement des nécessités physiologiques comme on l’admeltait 
autrefois. 

Parallèlement à ce fait nous connaissons un grand nombre 
d'organismes dont les cellules somatiques sont aptes à la multi- 
plication infinie ou à la reproduction végétative. Les diverses 
plantes présentent beaucoup d'exemples de reproduction végé- 
tative illimitée. Les plantes telles que la vigne, le saule, la 
pomme de terre se multiplient pendant des siècles asexuel- 
lement, c’est-à-dire par rejetons et tubercules. Non seulement 
les plantes, mais encore les animaux polycellulaires inférieurs 
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possèdent la faculté de reproduction végétative illimitée. Je 
parle des animaux nommés cælentérés, auxquels sont rapportés 
ordinairement les hydres, les polypes. les coraux et les éponges. 
Tous ces animaux se multiplient non seulement sexuellement, 
mais aussi par bourgeonnement. Les cas sont fréquents où ces 
bourgeons ne se séparent pas de l'organisme maternel et vivent 
tous ensemble, formant d'immenses colonies. l 

Certainement ce bourgeonnement, c'est-à-dire cette formation 
d'individus nouveaux, n’est possible qu’en vertu de la faculté 
propre à toutes ces cellules formant divers organes et tissus de 
se multiplier asexuellement. Tout cela nous prouve une fois de 
plus que la conjugaison et le processus sexuel ne sont nullement 
des nécessités physiologiques et que la cellule vivante peut s’en 
passer. 

D'autre part l'étendue immense du processus sexuel dans le 
règne animal et le règne végétal, son rôle dans la vie des cel- 
lules sexuelles nous dit de quelle grande importance il est 
dans la nature. En examinant les conséquences auxquelles 
aboutit le processus sexuel, nous remarquons qu'il a° pour 
résultat essentiel le mélange ou l'union des propriétés de deux 
individus différents. Les propriétés du père et de la mère 
s'associent et il en résulte une individualité nouvelle avec une 
combinaison nouvelle de diverses propriétés qui ne rappellent 
qu'en partie la forme primitive. Le processus sexuel se répétant 
une quantité de fois entre les différentes individualités de 
l'espèce amène à un mélange complet de toutes les propriétés 
des individualités faisant partie de cette espèce. C’est ainsi que 
se forme la vie de l'espèce. 

L'iadividu s’unissaut à un autre individu dans le processus 
sexuel s’unit, pour ainsi dire, à l’espèce, donnant son contenu, 
ses propriétés, sa force créalrice aux propriétés générales de 
toute l’espèce. 

On peut dire que, grâce au processus sexuel, l'individu 
s'unit à l'espèce même et vit de la vie commune de toute 
l'espèce. C'est la signification importante du processus 
sexuel. 

A l’aide du processus sexuel se crée et se forme l'espèce. 
C'est pourquoi un des principaux signes qui nous permet de 
reconnaître Les individus de la même espèce n’est ni la forme ni 
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la structure (1). C’est leur union sexuelle féconde. C'est le pro- 
cessus sexuel. 

Tous les individus capables de s'unir sexuellement appar- 
tiennent à une même espèce. Envisagée à ce point de vue 
l'espèce présente non seulement une idée abstraite, inventée 
pour la facilité de la classification des animaux (comme cela a 
lieu pour toule autre conception : famille, ordre, classe, type), 
mais une réalité aussi positive que l'existence de l'individu 
lui-même. 

L'espèce présente effectivement une individualité d'ordre 
supérieur, dans laquelle tous les individus séparés communient 
entre eux et partagent leurs propriétés, grâce au processus 
sexuel. Il se produit une vie commune de l'espèce, un travail 
commun, une force créatrice commune, une sorte de coopé- 
ration dans la création et dans l’évolution de l'espèce. Et à ce 
travail de la création prennent part toutes les individualités de 
l'espèce donnée. 

C'est en cela, et rien qu’en cela, que consiste à notre avis le 
rôle prépondérant et la signification du processus sexuel dans 
la nature. 


L'immortalité de la cellule. 


Pouvons-nous parler, en nous basant sur les expériences 
ci-dessus mentionnées, de l’immortalité des êtres unicellulaires, 
autrement dit de l’immortalilé de la cellule? 

Les dix années de culture des infusoires nous suffisent-elles 
pour parler de l’immortalité de la cellule? Certainement non. 
Je dirai mème que la question de l’immortalité ne peut ètre 
résolue par voie expérimentale parce qu'elle nous obligerait de 
continuer l'expérience à l'infini. Si toutefois nous traitons la 
question de l’immortalité de la cellule, c’est que nous avons en 
vue autre chose. Nous opposons l'idée de l’immortalité à l’idée 
de la multiplication cyclique des cellules. 

Conformément à cette dernière opinion la cellule ne peut se 
diviser, c'est-à-dire se multiplier indéfiniment. Après un nombre 


(1) Nous trouvons souvent des exemples où les mâles diffèrent tellement 
des femelles qu'on les placerait dans des espèces et même dans des classes 
différentes. 
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déterminé de générations, il se produit dans la vie de la cellule, 
comme dans la vie de tous les organismes polycellulaires, des 
phénomènes de vieillesse et de mort naturelle. De sorte que 
toutes les cellules auraient depuis ‘longtemps péri si elles 
n'avaient pas quelque moyen naturel de lutter contre Îles 
phénomènes de la dégénération sénile et de la mort naturelle. 

D'après la théorie de Maupas et de ses partisans la cellule 
peut échapper à la dégénérescence sénile par conjugaison ou 
union avec une auire cellule. Après cette union, la cellule vieillie 
rajeunit el renaît à une vie nouvelle. Tous les faits et toutes 
les observations sur la vie des êtres unicellulaires et polycel- 
lulaires semblaient plaider en faveur de cette théorie. En effet, 
nous avons constaté partout et toujours des phénomènes de 
vieillesse et de mort. Chaque organisme commence son exis- 
tence par une petite cellule sexuelle, laquelle en se divisant et 
se multipliant donne naissance à un organisme développé. 
Celui-ei passe par les périodes de la jeunesse, de la maturité et 
de la vieillesse et fatalement finit par mourir. 

Il semblait que la mort était la conclusion nécessaire, légale 
et naturelle de la vie. Tout ceci n’est juste que par rapport aux 
animaux supérieurs. Pour les êtres unicellulaires comme nous 
l'avons vu plus haut, il n'existe ni vieillesse, ni mort. La vie 
des organismes unicellulaires se termine non pas par la mort, 
mais par la division, c’est-à-dire par la multiplication. Ainsi la 
base du monde organique est la cellule immortelle qui, dans 
les conditions données de l’existence terrestre, ne connaît ni 
vieillesse, ni mort. Si c'est ainsi, une question se pose : pourquoi 
chez les animaux polycellulaires formés de cellules typiques, 
semblables aux cellules des organismes unicellulaires, obser- 
vons-nous, constamment, les phénomènes de la vieillesse et de 
la mort. Cela parait d'autant plus étrange que les cellules 
séparées chez les polycellulaires ne sont pas dépourvues de la 
faculté du développement infini et de la multiplication. Les 
expériences de Carrel et d’autres ont démontré que les cellules 
des animaux polycellulaires peuvent vivre et se multiplier 
très longtemps hors de l'organisme . 

Lorsque nous parlons de l’étendue des phénomènes de vieil- 
lesse et de mort dans le monde des organismes polycellulaires 
et dans celui des plantes, nous négligeons ordinairement les 
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cellules sexuelles immortelles qui se distinguent par la même 
capacité de développement infini et de multiplication que nous 
avons constatée dans les organismes unicellulaires. 

Ainsi chaque organisme polycellulaire est d'essence ‘immor- 
telle. Les cellules sexuelles qui sont l'expression de ce caractère 
d'immortalité constituent indubitablement tout ce qu'il y a de 
plus précieux, vu que toutes les propriétés essentielles de 
l'individu s’y concentrent et s'y conservent d'une façon si mer- 
veilleuse. 

De ce point de vue les cellules somatiques ne sont que le 
vètement des cellules sexuelles. Par conséquent, dans l'intérêt 
de l'espèce, il est préférable peut-être que ce vêtement change 
plus fréquemment, Un habit neuf vaut mieux qu'un vêtement 
râpé quoique bien rapiécé. 

Certaines données font supposer que les phénomènes de la 
mort naturelle des cellules somatiques ne sont pas apparus 
subitement, mais qu'ils ont été élaborés progressivement 
et ont évolué dans le monde organique comme toute autre adap- 
lation utile. 

En effet chez les animaux invertébrés inférieurs (hydres, 
coraux, vers inférieurs), non seulement les cellules sexuelles, 
mais aussi les cellules somatiques sont immortelles. 

Le fait remarquable est que cette faculté de la multiplication 
asexuelle et de la régénération s’affaiblissent dans l'organisme 
au fur et à mesure de sa complexité. Cette faculté déjà atténuée 
chez les invertébrés inférieurs est très diminuée chez les ver- 
tébrés supérieurs. Les cellules somatiques de ces derniers 
manquent presque totalement de faculté régénérative. 

En conclusion, nous fondant sur ce qui a été exposé, nous 
pouvons dire: la base de la vie organique est la cellule immor- 
telle ; immortelle non dans le sens absolu du mot, mais seule- 
ment dans les conditions de notre planète. 

Cette cellule à la faculté de reproduction illimitée et de mul- 
liplication infinie. 
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CHAPITRE I ‘ 


ÉTAT ACTUEL DE NOS CONNAISSANCES 


1. — Opinions anciennes et récentes sur la pathogénie 
du choléra. 


Les connaissances actuelles sont basées sur l'interprétation 
de très nombreuses expériences poursuivies presque exclusi- 
vement chez les cobayes, retenus jusqu'ici comme les animaux 
qui conviennent le mieux à l'étude expérimentale du choléra. 

Les premières douze années après la découverte du vibrion 
cholérique marquent la période la plus productive de ces 
recherches; les contributions scientifiques les plus importantes 
datent de 1892 à 1896. 

Depuis lors, les études sur le choléra n'ont pas sensiblement 
progressé, soit qu'on ait considéré déjà résolu le problème si 
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complexe de la pathogénie de cette maladie, ou qu'on se soit 
arrôêté devant les difficultés de la technique expérimentale, en les 
jugeant insurmontables. 

Aucun, cependant, des résultats obtenus ne nous donne 
une explication satisfaisante du processus physio-pathologique 
du choléra et, en bien des points, ces résultats restent obscurs 
ou nous apparaissent contradictoires. 

Aussi l'opinion aujourd’hui dominante sur ce sujet demeure 
encore celle qui vint à la pensée des médecins anglais qui assis- 
tèrent à l'épidémie de 1817 aux Indes. 

Cette opinion a même survécu à la découverte de l'origine 
microbienne du choléra, faite soixante-six ans après par 
R. Koch : « L'homme engloutit le germe, celui-ci, après avoir 
traversé l'estomac, arrive à l'intestin, là il se multiplie et éla- 
bore son poison, qui se reverse ensuite dans la circulation 
à la suite de son absorption par les parois inlestinales ». 

On peut affirmer que celte doctrine pathogénique a reçu un 
consentement unanime. 

Les vibrions cholériques, ainsi que R. Koch (1) l’a nombre 
de fois affirmé, fabriquent dans l'intestin un poison très puis- 
sant, qui est absorbé par l'organisme où il détermine tous ces 
graves et caractéristiques symptômes qui constituent le lableau 
clinique du choléra asiatique. 

En l’année 1893, G. Gaffky (2), dans une relation sur le 
choléra au Congrès de Médecine interne de Wiesbaden, con- 
firmait que les symptômes du choléra sont produits par un 
empoisonnement dû aux vibrions qui se sont développés dans 
le tube digestif. 

R. Pfeiffer a également toujours insisté sur cette même 
conception : « la vie anaérobie — il a écrit en 1892 — déve- 
loppe plus abondamment les vibrions dans l'intestin, en donnant 
origine à de plus fortes quantités de substances toxiques » (3): 
et plus lard ce même auteur ajoute : « les cholériques ne 


4) Vortrag über die Cholera. Fortschrille der Medizin, 1884, Beil., 1 sep- 
tembre, p. 151-152; Conferenz zur Erôrterung der Cholerafrage. Deutsche 
med. Woch., 1885, n° 32, p. 9; etc. 

2) Zwôlfter Congress für innere Medizin, Wiesbaden, 12-15 avril 1893, Deus. 
red. W'och., 1893, p. 379. 

Untersuchungen über das Choleragift. Zeilschr. f. Hygiene, 1892, vol. 11, 
p. 411. 
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meurent pas à la suite de l'invasion de l'organisme par les 
bactéries vivantes, mais par la résorption des produits toxiques 
du bacille virgule, au travers des parois intestinales » (4). 

D'après Pfeiffer, les vibrions, une fois arrivés dans l'intestin 
en petite quantité, «s'y multiplient surtout au voisinage immé- 
diat de la muqueuse qui leur fournit, par diffusion, l'oxygène 
dont ils ont besoin pour le développement » (2). 

Plus tard, Paltauf (3) reprend cette même conception : « Les 
symptômes du choléra, écrit-il, sont déterminés par les toxines 
que les vibrions fabriquent dans l'inteslin; il n'y a pas de 
seplicémie. La maladie consiste essentiellement en une intoxi- 
cation. Les différents aspects cliniques de la maladie s'expliquent 
par la résistance variable, d'un cas à l’autre, que l’épithélium 
intestinal oppose à cette action toxique. 

E. Metchnikoff, dont les profondes éludes sur le choléra ont 
apporté une si large contribution de faits à nos connaissances 
sur celte maladie, partage entièrement cette même manière de 
voir (4) ». 

« La toxine cholérique, élaborée dans l’intestion, altère la 
muqueuse et produit la desquamation de l’épithélium..…. Il 
s'agit donc d’une intoxicalion consécutive à l'infection du tube 
digestif par le vibrion de Koch ». 

Un autre savant éminent, J. Bordet (5), s'est occupé beau- 
coup également de celte étude; dans une de ses dernières 
publications sur l'immunité anticholérique, il résume ainsi la 
conception pathogénique du choléra chez l’homme : dans le 
choléra humain, le vibrion n'est pas un parasite des tissus. 
Il n'envahit pas l'organisme, 1l ne s'y répand que rarement, 
au moment de la mort; son habilalion, c’est l'intestin, son 
milieu de culture, la transsudation intestinale ». 

L'un des plus autorisés représentants de l'Ecole de Berlin, 
C. Fränkel (6), à son tour, en exposant vers celte même époque 


(1) Studien zur Choleraätiologie. Zeilschr. f. Hygiene, 1894, vol. 46, p. 270. 

(2\ Ibidem, p. 286. 

(3) Etiologie et prophylaxie du choléra, analysé in Bulletin de l'office int. 
d'Hygiène, 1916, p. 176. 

(4) Recherches sur le choléra et les vibrions (quatrième mémoire). Ces 
Annales, 1894, p.565. 

(5) Les leucocytes et les propriétés actives du sérum chez les vaccinés. 
Ces Annales, 1895, p. 502. 

(6) Bemerkungen zur Cholerafrage. Hygienische Rundschau, 1894, vol 4, p.586. 
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les notions dominantes sur la physio-pathologie du choléra, 
écrivait : « En vérité, actuellement, nous ne connaissons, à 
l'égard de ces processus morbides, rien de plus que ce qui a été 
affirmé dans la communication fondamentale de R. Koch, à 
savoir que, «il se produit dans l'intestin un développement 
« trèsintense des microbes qui y ont pénétré, avec une produc- 
« lion de substances toxiques, lesquelles exercent une action 
générale sur l'organisme ». 

L'opinion générale, qui domine encore aujourd’hui, est que 
celte conception pathogénique si simple trouve son irréfu- 
table démonstration dans les classiques expériences chez les 
cobayes de R. Koch (1), datant de 1885. 

R. Koch, comme on sait, en supposant que l'acidité du suc 
gastrique pouvait empêcher le germe cholérique d'atteindre 
vivant l'intestin grêle, avant d'introduire les vibrions dans 
l'estomac du cobaye, au moyen d'une petite sonde, en alcali- 
nisait le contenu avec 5 cent. cubes d’une solution de bicar- 
bonate de soude à 5 p. 100. De plus, en réfléchissant que la 
paralysie de la couche musculaire de la paroi intestinale et la 
suppression des mouvements péristaltiques, permettent aux 
vibrions qui s'y trouvaient, de se développer abondamment et 
développer leur aclion pathogénique (2), Koch faisait suivre 
l'injection stomacale de bicarbonate et de vibrions d'une 
injection périlonéale de 1 cent. cube de teinture d'opium pour 
200 grammes de poids de l'animal. 

Ainsi traités, les cobayes meurenteffectivement dans les vingt- 
quatre heures, en présentant à l’autopsie un tableau intestinal 
que l’on a pu considérer identique à celui du choléra humain. 

Pfeiffer et Wassermann (3), en effet, assuraient encore 
en 1893 que « le choléra de l’homme est un processus ana- 
logue à celui qui se reproduit dans les cobayes seulement par 
la méthode de Koch ». 

Cependant, les expériences postérieures de Cantacuzène (4) 


l} Confereriz zur Erôrterung der Cholerafrage. Berliner klin. Woch., 1885, 


2) Pervrer, Choleraätiologie, Loc. cit., p. 276. 

3) Untersuchungen über das Wesen der Choleraimmunilät, Zeëschr. f. 
Ilygiene, 1833, vol. 44, p. 60. A 

) Recherches sur le mode de destruclion du vibrion cho!érique dans l'orga- 
nisme, p. 115 el suiv., Paris,. 1894, Steinheil, éditeur. 
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montrent que ce supposé choléra expérimental chez le cobaye 
n'est qu'une infection générale banale, favorisée par la narcose 
oplacée. 

En effet, sous l’action de la teinture d'opium qui paralyse les 
parois intestinales, le liquide alealin chargé de vibrions intro- 
duit dans l'estomac, au lieu d’être poussé énergiquement vers 
le cæcum, comme il arrive chez l'animal non narcotisé, reste 
stagnant dans l’estomac, dans le Jéjunum et l'iléon, donnant 
ainsi la possibilité aux vibrions de s’y multiplier abondamment. 
Concurremment, les cellules épithéliales de la muqueuse intes- 
linale, déjà affaiblies par l'opium, dégénèrent et meurent. Les 
vibrions traversent alors le revêtement épithélial altéré, se 
multiplient dans l’'épanchement sous-épithélial et pénètrent 
tout de suite dans les lymphatiques et le péritoine. Paralysés 
par la narcose, les leucocytes ne sortent pas des vaisseaux et 
n'opposent aucun obstacle à l'invasion des vibrions. Ces der- 
niers se répandent alors rapidement dans la cavité séreuse, 
dans le sang et, ainsi, dans tous les organes. 

En effet, l'examen bactériologique à l’autopsie des cobayes 
morts, à la suite de ce soi-disant choléra expérimental 
de Koch, reproduit toujours le tableau d’une infection géné- 
rale. 

Mème les cobayes bien vaccinés contre Îes vibrions résistent 
à cetle septicémie favorisée par l'opium. 

D'autre part, les expériences [de Sobernheim (1) ont démon- 
tré que les cobayes préparés par la méthode de Koch meurent 
même s'ils recoivent, au lieu de vibrions vivants, la même dose 
des vibrions tués. Ce qui fait penser qu’en ce cas la résorption 
ou l’action de la toxine dépend plutôt du bicarbonate de soude 
et de lopium. 

Bref, il est désormais évident que le soi-disant choléra expé- 
rimental de Koch n'a rien de commun avec le tableau du cho- 
léra humain. 

Pfeiffer lui même (2) Le reconnaît implicitement en affirmant 
qu'il faut, pour reproduire chez les animaux un processus 
cholérique correspondant à celui de l'homme, que « les bacilles 


(1) Experimentelle Untersuchungen über Choleragift und Choleraschutz. 
Zeitschr. f. Hygiene, 1893, vol. 14, p. 495. 
(2) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 210. 
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restent localisés tout en provoquant un empoisonnement géné- 
ral, capabie d'amener la mort ». | 

D'où il s'ensuit que la méthode classique de Koch est 
dépourvue de toute valeur expérimentale. 

Il faut ajouter que jusqu'ici demeurent également infruc- 
tueuses les nombreuses etinvraisemblables tentatives faites dans 
le but dereproduire chez les animaux adultes, per os, le choléra 
humain. 

Les sensationnelles expériences sur l’homme, non plus, 
réalisées avec des résultats inconslants et parfois contradic- 
toires, ne résolvent pas la question. 

Aussi, pour l'étude physio-pathologique du choléra s'est-on 
depuis longtemps déjà, adressé à la maladie que l’on oblientchez 
les cobayes par une injection péritonéale de vibrions et qui a été 
regardée Jusqu'ici comme une péritonite cholérique spécifique. 

L'injection de vibrions cholériques dans le péritoine du 
cobaye a été étudiée la première fois, en 1887, par F.Hueppe (1): 
et R. Koch lui-même (2), dix ans après la découverte du bacille 
virgule, déclarait encore que la « la péritonite cholérique » est 
une manifestation morbide très caractéristique et une res- 
source diagnostique bien précieuse pour s'assurer de la spécili- 
cité des vibrions cholériques. 

On peut affirmer que la presque totalité des recherches expé- 
rimentales poursuivies depuis trente ans sur le choléra asia- 
tique se sont attardées à reconnaître la signification spéci- 
fique de cette péritonite vibrionienne du cobaye. Très peu de 
ces travaux, cependant, les plus notoires particulièrement, sont 
exempts d'objections de différentes sortes. 

En effet, l’évolution de cette péritonile vibrionienne na 
Jamais élé bien claire. La manière de se comporter des vibrions 
injectés dans la cavité péritonéale du cobaye a paru toujours 
très peu compréhensible et, en certains cas, presque para- 
doxale. 

Dans limpossibilité de résumer même succinctement un 
aussi grand nombre de contributions expérimentales, nous 


(1) Ueber Fortschritte in der Kenntniss der Ursachen der Cholera. Berliner 
klin. Woch., 28 fév. 1897, p. 137. 

2 ÿ e e rdenaugenblicklichen tte bakter iologischen Choleradiagnose. 
Zeilschr. | Hygiene, 1893, vol. 44, - 319. 
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nous bornerons à signaler seulement celles qui, par leur 
importance ou par le crédit dont jouissent les auteurs, méritent 
de retenir davantage l'attention. 


2: — Tableau anatomique et bactériologique de la 
péritonite vibrionienne du cobaye. 


En ce qui concerne la simple et méthodique observation des 
faits, les résultats expérimentaux des différents auteurs ne 
présentent pas, en réalité, de contrastes fondamentaux. 

En somme, l'injection péritonéale des vibrions chez des 
cobayes de même poids provoque des manifestations morbides 
de différente intensité, selon la dose injectée. Si la dose em- 
ployée est très faible, l'animal n'accuse qu'une simple et légère 
élévation de température. Si la dose est un peu plus forte, à 
l'élévation thermique succède une hypothermie marquée et 
prolongée, qui peut atteindre 34°, accompagnée de sensibi- 
lité abdominale, faiblesse musculaire et dépression générale plus 
ou moins prolongée. Au bout de vingt-quatre heures, l'animal 
redevient normal. 

Au contraire, lorsque la dose arrive à provoquer la mort — 
cette dose minima mortelle, on le sait, varie selon les souches 
des vibrions — les premiers symptômes de la maladie appa- 
raissent apres deux heures environ. L'animal perd sa vivacité 
habituelle, devient somnolent et commence à se refroidir. 

La baisse de la température est, parfois, très rapide et 
marche de pair avec l'accentuation de la prostration générale 
et avec l'apparition du réflexe abdominal, des contractions 
fibrillaires caractéristiques des muscles, de la parésie du train 
postérieur, etc. En général, la mort se produit au bout de douze 
à seize heures, et davantage. Il n’est pas rare de voir de cobayes 
accusant une température rectale de 29°-30°, vivre jusqu’à 
vingt-quatre ou vingt-six heures. 

Lorsque la dose des vibrions injectés est massive, l’animal 
meurt même en huit à dix heures, et présente, à peu près mais 
plus rapidement, les mêmes symptômes généraux et locaux. 

Pourtant, dans ce cas, l'aspect des lésions à l'aulopsie n’est 
pas différent de celui que l’on obtient en injectant dans le 
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péritoine du cobaye les microbes les plus différents, tels que le 
B. typhique, le B. prodigiosus, le Proteus vulgaris, le B. coli, etc 

Les animaux présentent les signes d'une violente péritonite 
avec une très forte congestion de tous les viscères. L'exsudat 
périlonéal, très abondant, apparaît comme une cullure pure de 
vibrions et ces vibrions se multiplient également en abondance 
dans le sang et dans tous les organes. 

En tout cela, il n'y a pas eu de contestation et il ne pouvait 
pas en avoir, attendu la clarté et l'évidence des faits. 

Toutes les divergences se sont, au contraire, concentrées et 
restent encore telles, à l'égard de l'interprétation du tableau 
anatomique et bactériologique des cobayes qui meurent à la 
suile d’une injection périlonéale d’une dose de vibrions qui ne 
dépasse pas la dose minima mortelle. 

Dans ce cas, les lésions apparaissent insignifiantes et souvent 
même l’exsudat manque. 

Mais, ce qui est plus important, cet exsudal renferme très 
peu de vibrions, et souvent même il est complètement stérile. 
L'examen microscopique est presque toujours négalif; par 
de larges ensemencements on arrive seulement à déceler la 
présence de quelques vibrions, si rares d'ailleurs que l’injec- 
lion péritonéale de cet exsudat à un autre cobaye demeure sans 
effet. Ce qui empèche de réaliser pour les vibrions cholériques 
le renforcement de la virulence, que l’on pratique avec tous 
les microbes pathogènes en général, par le passage en série à 
travers Îe péritoine, d’un cobaye à un autre (1). 

Les ensemencements du sang de la circulation générale et 
de différents organes donnent lieu à de très rares cultures ou 
restent négatils. 

Ainsi le fait que, dans ces cas, les vibrions injectés dans le 
péritoine, loin de se multiplier, disparaissent plus ou moins 
complètement, a porté les savants à rechercher la raison de 
cette disparition et partant les causes occultes de la mort du 
cobaye. Très nombreux ont été les eflorts qu'ils ont tenté 
pour éclaircir ce point et pénétrer plus avant la pathogénie du 
choléra. 

Selon l’école de Koch, les vibrions injectés dans le péritoine 

’ 


(1) GRuser und Wrener, Ueber die intraperitoneale Cholerainfektion der 
Meerschweine. Arch. f. Hygiene, 1892, vol. 45, p. 241. 
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du cobaye seraient tués et ensuite désagrégés par la sérosité 
périlonéale. L'endotoxine, mise ainsi en liberté par les corps 
microbiens désagrégés, provoquerait la mort par lempoison- 
nement de l'organisme. Les travaux de R. Pfeifler (1), de Was- 
sermann (2), de Pfeiffer et Wassermann (3), de Kolle (4), etc., 
de Issaefl (5), publiés de 1892 à 1894, ainsi que les recherches 
d'autres auteurs, de Klemperer (6), de Kraus et Rufs (7), etc., 
parus successivement en Allemagne, n’ont eu d’autre objet 
que développer toujours davantage cette doctrine, répondant 
entièrement aux vues fondamentales du Maître. 

R. Pfeiffer a écrit, en effet, que «le tableau morbide produit 
en infectant les cobayes per os, selon le procédé de Koch, est 
absolument identique au tableau toxique déterminé par l'injec- 
lion péritonéale (8). » 

Ces travaux avaient probablement un aulre mobile encore, à 
savoir, combattre les tendances pathogéniques de l’école de 
Vienne. Celle-ci en effet, à l'égard du choléra, penchait vers les 
anciennes conceptions épidémiologiques de l’ettenkofer, en 
complet contraste, on le sait, avec la doctrine infectieuse de 
l’école de Berlin. 

Gruber et Wiener (9), dans Le but principal de réfuter les re- 
cherches citées plus haut de Pfeiffer, avaient publié, en 1892, un 
travail très documenté, où ils s'efforcèrent de démontrer que 
la péritonite des cobayes ne devait pas être envisagée comme 
une intoxicalion, mais comme une infection. 

Ces auteurs mirent en doute jusqu'à l'existence d’une 
toxine quelconque spécifique du choléra. D’après l’école de 


(1) Untersuchungen über das Choleragift. Zeitschr. f. Hygiene, 1892, vol. 41, 
p. 393; Studien zur Choleraäticlogie. 1bidem, 1893, vol. 46, p. 268. 

(2) Untersuchungen über Immunität gegen Cholera asiatica. Zeitschr. f. 
Hyy., 1893, vol. 44, p. 35. 

{3) Untersuch'ngen über das Wesen der Choleraimmunität. Zeilschr. f. 
Hyg., 1893, vol. 44, p. 46. 

(4) Beiträge zu den experimentellen Cholerastudien an Meerschweinchen. 
Zeitschr. f. Hyg., 1894, vol. 46, p. 329. 

(5) Untersuchungen über die künstliche Immunität gegen Cholera. Zeifschr. 
f. Hyg., 1894, vol. 16, p. 281. 

(6) Untersuchungen über Infektion und Immunität bei der asiatischen 
Cholera. Zeitschr. f. klin. Mediz., 1894, vol. 25, p. 449. 

(7) Ueber Toxine und Antitoxine des Choleravibrio. Centr. f. Bakt. u. Paras., 
1907, vol. 45, fasc. 3. 

S) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 275. 

(MLoc cit p.243; 
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Vienne, le processus morbide provoqué chez le cobaye n'est 
qu'une banale infection générale. La constatation fréquente 
d'abondantes quantités de vibrions, répandus non seulement 
dans les exsudats, mais dans le sang et les organes, peut 
paraître favorable à ce point de vue. 

Gruber et Wiener, cependant, poussèrent trop loin les 
déductions pathogéniques tirées de leurs travaux expéri- 
mentaux. 

Ainsi, de l'impossibilité que nous avons signalée plus haut, 
de transmettre d’un cobaye à l’autre, l'infection vibrionienne 
péritonéale, ces auteurs prétendirent que les vibrions cholé- 
riques de Koch n'ont pas de tendance au parasitisme et que, 
conséquemment, le choléra de l’homme exige, comme condi- 
tion indispensable à sa propagation, un cycle de développe- 
ménten dehors de l'organisme, dans un substratum mort, avec 
un abondant accès d'air. Seulement, dans ces condilions, les 
vibrions reprendraient l'aptitude à vivre comme parasite et à 
infecter. 

Selon Gruber et Wiener, en étendant à l'homme les consla- 
tations et les raisonnements faits sur le cobaye et à son égard, 
le choléra devrait être considéré comme une maladie miasma- 
tico-contagieuse, où les gerries morbigènes, éliminés par les 
malades, avant de pouvoir contagionner d’autres hommes, 
devraient passer par le milieu ambiant. Aïnsi seulement la 
maladie se maintiendrait et pourrait continuer à conlagionner 
et à se répandre (1). 

Au sujetde ce point précis, à savoir si la péritonile cholérique 
du cobaye doit être regardée comme une infection ou comme une 
intoxication, Pfeiffer et Wassermann (2) purent aisément 
démontrer, peu à près la communication de Gruber et Wiener, 
que la septicémie vibrionienne se produit seulement lorsqu'on 
injecte dans le péritoine des doses massives de vibrions. 

Dans ces conditions, d'après Pfeiffer et Wassermann, les 
agents antibactériens normaux de l'organisme ne sufliraient 
plus à empêcher le développement ou à désagréger Les vibrions 
injectés dans le périloine. Ceux-ci, alors, s’y multiplieraient, à 
leur avis, produisant une infeclion générale. 


1) Ibidem, P:. 288. 
9 


2) Loc. cil., P: LT. 
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Cependant les conclusions de Pfeiffer et de Wassermann, à 
l'égard des causes de l'impossibilité d'infecter et de tuer les 
cobayes en série, ne firent que confirmer à nouveau l'idée de 
l'intervention des pouvoirs vibrionicides et vibriolytiques de 
la sérosité péritonéale. 

Un autre important travail de Sobernheim (1), exécuté dans 
le laboratoire de Fränkel de Marbourg, parut vers cette dernière 
époque. Sobernheim semble d'accord avec Pfeiffer. IL pense que 
le poison cholérique est lié au corps microbien et que lintoxi- 
cation qui s'ensuit est provoquée par la désagrégation des 
vibrions dans l'organisme atteint. Il fait remarquer, cependant, 
que pour tuer les cobayes avec des vibrions morts, il en faut neuf 
fois plus que de vibrions vivants (2), ce qui, d'après lui, ne 
s'explique pas avec l'idée d'une pure et simple intoxication. Il 
est ainsi conduit à attribuer un rôle particulier aux vibrions 
vivants. En premier lieu, il se produirait une multiplication des 
vibrions; seulement plus tard, s’établirait l'intoxicalion pro- 
duite par leur désagrégation. La soi-disant péritonite cholé- 
rique ne serait, de la sorte, ni une simple intoxication, mais un 
processus mixte : une toxi-infeclion. 

Pfeiffer (3) avait déjà admis la possibilité d’une multiplica- 
tion des vibrions, se produisant aussitôt après leur introduetion 
dans la cavité péritonéale. Il avait trouvé seulement que pour 
tuer le cobaye avec les vibrions morts il suffisait d’injecter trois 
fois la dose minima mortelle de vibrions vivants (#4). 

Pfeiffer a, en effet, soutenu à plusieurs reprises que les 
vibrions injectés dans la cavité péritonéale, même en petites 
doses, s’y multiplient pendant un certain temps, c'est-à-dire 
jusqu'à ce que le sérum transsudé, en arrète le développement 
et les tue (5). 

« Les vibrions, au début, se multiplieñt — Pfeiffer et Was- 
sermann l’affirment à leur tour — mais sur ces entrefaites l'or- 
ganisme exalte ses pouvoirs antibactériens normaux el jugule, 
à la fin, l'infection (6) ». 


(1) Ibidem, p. 490. 

(2) 1bidem, p. 491. 

(3) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 270. 

(4) Loc. cit. (Choleragift\, p. 402. 

(5) Zbidem, p. 400, et Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 270-272. 
PoC:NCUL-1p'2006: 
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Sur ce point, les premiers dissenliments commencent. Was- 
sermann (1), dans le travail publié sans la collaboration de 
Pfeiffer, affirme que les animaux normaux, vis-à-vis de petites 
doses de vibrions (1/8 d’anse), sont parfaitement capables d’exer- 
cer une aclion bactéricide bien nette. En atteignant ou dépas- 
sant seulement une dose plus élevée (1/2 à 1 anse), le pouvoir 
baetéricide normal n'arrive plus à empêcher le développement 
des vibrions, qui parviennent alors, dans ce cas, à se multiplier. 

Même admise la préexistence ou la rapide apparition de ces 
substances bactéricides et baclériolytiques chez les cobayes 
neufs, il resterait à chercher pourquoi pour tuer un cobaye 
avecdes vibrions morts il faut une dose plusieurs fois plus forte 
qu'avec des vibrions vivants. 

S'il est admis en effetque la dose minima morteile de vibrions 
vivants n'agisse que par l’intoxication immédiate provoquée à la 
suite de la dissociation de leurs corps dans les humeurs de l’or- 
ganisme, et s'il est admis comme démontré (2) que les vibrions 
préalablement tués par simple dessiccation à 37° ne subissent pas 
de diminution sensible de toxicité, la dose mortelle d’une culture 
vivante ne devrait pas être très différente de la dose mortelle 
de cullure morte. 

Cantacuzène (3), à son lour, a trouvé que les vibrions de 
Massaoua tuent le cobaye par la voie sous-cutanée à la dose de 
1/8 de culture et par la voie péritonéale seulement à la dose de 
1/40 de la même cullure. 

Les mêmes remarques peuvent être faites et avec encore 
plus de raison, à l'égard des cobayes vaccinés et des cobayes 
neufs qui reçoivent dans le péritoine des mélanges de vibrions 
vivants el de sérum anticholérique. 

Une éventuelle intervention phagocytaire ne constituerait 
guère qu'une manifestation secondaire (4) ou simplement 
auxiliaire (5), il serait donc logique de conclure que, pour 
obtenir la mort des cobayes vaccinés ou traités par du sérum 
anticholérique, il serait indifférent d'employer, aux mêmes 
doses, des cultures vivantes ou des cultures mortes. 

) SOBERNHEIM. Loc. cil., p. 490; Preirrer. Loc. cit. (Choleragift), p.405. 
2) Loc. cil., p. 61. 
) Loe. cil., p. 55; Issarrr. Loc. cil., p. 291. 


(4) Ibidem, p. 59. 
(5) Issazrr. Loc. cil., p. 325. 
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Ce qui n’est pas. 

Les cobayes vaccinés ou traités par un mélange de vibrions 
et de sérum préventif devraient au contraire succomber à la 
péritonite cholérique dans un laps de temps plus court que des 
cobayes neufs, parce que l’action bactériolytique, beaucoup 
plus énergique, de la sérosité péritonéale des cobayes immuni- 
sés devrait faciliter l'absorption et en rendre plus rapide 
l'action toxique des protéines spécifiques dissoutes. 

Les expériences de Issaef, rappelées plus haut, ont, en effet, 
démontré que la dose minima de vibrions vivants, nécessaire 
pour {uer un cobaye vacciné, dépasse plus de quarante fois la 
dose minime nécessaire pour tuer un cobaye neuf (1). 

Friedberger (2) a prétendu concilier ces frappantes contra- 
dictions, en disant que si les cobayes vaccinés tolèrent des 
doses plusieurs fois plus fortes que la dose minima mortelle, 
c'est parce qu'ils dissolvent les vibrions. Mais s'il en était ainsi 
les cobayes vaccinés devraient se montrer plus sensibles, et non 
pas plus résistants aux injections péritonéales de vibrions cho- 
lériques. 

Si nous cherchons à pénétrer davantage le problème com- 
pliqué de l’immunité anticholérique, les résultats les plus inat- 
tendus signalés par différents auteurs rendent encore plus ardue 
toute conception acceptable de la pathogénie de cette maladie. 

C'est précisément autour du choléra que pendant beaucoup 
d'années, s’est déroulée la lutte entre la doctrine phagocytaire 
et la théorie humorale de l'immunité. 

Pfeiffer, par exemple, affirme d’abord que « limmunité cho- 
lérique est liée à des modifications spétifiques de tout l’orga- 
nisme, c’est-à-dire à des modifications du sang produites par 
la vaccination (3) » et, tout de suite après, 1l trouve « que les 
cobayes, à un moment où l’action protectrice de leur sérum a 
déjà disparu, continuaient à être encore immunisés contre le 
virus cholérique (4) ». 

D'autre part, on a déjà vu plus haut que [ssaeff constate tou- 
jours vingt-quatre heures après une injection de vaccin, c'est- 

(1) Ibidem., p. 290. 

(2) Die bakteriziden Sera, in Kozze und Wassermanx. Handbuch der patho- 
genen Mikroorganismen. 2° édit. Jena, 1913; vol. 2, p. 313. 


(3) Loe. cit. (Choleraäliologie), p. 283. 
14) {bidem, p. 28%. 
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à-dire alors que la résistance de l'animal est à-l'apogée, que le 
sang n'accuse aucun pouvoir vibrionicide (1). 

On serait conduit de la sorte, non à confirmer, mais à nier 
au contraire, que l’immunité cholérique consiste en un chan- 
sement spécifique du sang. Et cela viendrait à l’appui de la 
thèse de Metchnikoff, à savoir que dans le choléra, la guérison 
peut se réaliser sans que le sang ait acquis des propriétés préven- 
tives (2). Cet auteur avait, en effet, déjà démontré depuis quelque 
temps, que le sérum des convalescents de choléra n’est pas 
plus protecteur que le sérum de personnes saines ; que le sang 
peut être préventif sans que l'organisme soit réfractaire et, que, 
enfin, il n'existe pas chez l'homme aucun rapport entre le pou- 
voir préventif du sang et l'immunité anticholérique (3). 

On voit que les vibrions injectés dans le péritoine des cobayes 
vaccinés ou dans le péritoine de cobayes neufs, conjointement 
à une pelite quantité de sérum anticholérique, se transforment 
rapidement en des granules que l’on perd ensuite de vue. 

L'auteur de cette découverte, R. Pfeiffer (4) dit que les 
oranulations se dissolvent et il attribue ce phénomène, qui 
porte aujourd'hui son nom, à une sécrétion bactéricide et bac- 
tériolytique due particulièrement aux éléments fixes du péri- 
toine, c'est-à-dire aux cellules endothéliales. Il a, en effet, con- 
staté que cette disparition des vibrions déjà transformés en 
granulations s'effectue dans Ia sérosilé péritonéale, malgré 
l'absence presque complète de leucocytes. 

Mais les recherches postérieures de Metchnikoff (5) de 
Bordet (6), de Gengou (7), de Levaditi (8), de Bail (9), etc. 


(Loc reil p'OME 

(2) Recherches sur le choléra et les vibrions, deuxième mémoire. Ces An- 
nales, 1893, p. 581. 

(3) Recherches sur le choléra et les vibrions, premier mémoire. Ibidem, p.420. 

(4) Weitere Untersuchungen über das Wesen der Choleraimmunität und 
über specifisch baktericide Processe. Zeilschr. f. Hyyiene, 1894, vol. 18, p. 1. 

(5) Sur la destruction extracellulaire des bactéries dans l'organisme. Ces 
Annales, 1895, p. 439. 

(6) Les leucocytes et les propriétés actives du sérum chez les vaccinés. 
Ces Annales, 1895, p. 462. 

7) Contribulion à l'étude de l'origine de l'alexine des sérums normaux, 
[le partie. Ces Annales, 1901, p. 232. 

‘8, Sur l'élat de la cytase dans le plasma des animaux normaux et des 
organismes vaccinés contre le vibrion.cholérique. Ces Annales, 1901, p. 894. 

9) Untersachungen über Typhus und Choleraimmunität. Arch. {. Hygiene, 
1905, vol. 52, p. 272. 
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ont démontré que l'observation directe ne confirme pas cette 
manière de voir. Bordet (1), particulièrement, à montré que les 
granulations demeurent très longtemps inlactes dans de la 
sérosilé observée en goutte pendante.' 

Tout cela ne va point d'accord avec leur prompte disparition 
dans la lymphe péritonéale soutenue par Pfeiffer, et contirmée 
plus tard par Moxter (2). 

Par conséquence, les causes de leur rapide disparition dans 
le péritoine restent encore très énigmatiques. Toute l'abon- 
dante littérature sur la péritonite cholérique est pleine de ces 
incerlitudes, de ces obscurités, sans compter les innombrables 
contradictions. 


3. — Vibrions cholériques et muqueuses intestinales. 


Même le choléra expérimental des cobayes, obtenu par la 
méthode classique de Koch, n'échappe pas à de sérieuses objec- 
lions. 

Contrairement aux précédentes affirmations de Brieger, 
Kitasato et Wassermann (3), de Klemperer (4), ete., Pleitfer 
et Wassermann ont démontré que les cobayes vaccinés ou trailés 
par du sérum anticholérique ne sont pas plus résistants que 
des cobayes neufs à l’action des vibrions introduits per os, selon 
la méthode de Koch (5). 

Sobernheim, également, a obtenu à cet égard des résultats 
douteux. Cet auteur a vu que des doses de sérum même 
3.600 fois supérieures à celles suffisantes à protéger les cobayes 
contre l'infection péritonéale, n'arrivent pas à protéger ces 
mêmes animaux contre l'infection stomacale (6). 

Pfeiffer et Wassermann expliquent ces faits inattendus en 
soutenant que dans l'infection par la voie digestive les vibrions 
se trouvant dans la lumière du tube digestif, éloignés des tissus 


(4) Loc: cit., p. 503. 

(2) Die Beziehung der Leucocyten zu den bacterienauflüsenden Stoffen 
tierische Säfte. Deutsche med. Wochenschr., 1909, n° 42, p. 687. 

(3) Ueber Immunität und Giftfertigung. Zeitschr. f. Hygiene, 1892, vol. 42, 
p. 163. 

(4) Untersuchungen über künstlichen Impfschutz gegen Choleraintoxica- 
Lion. Berlin. klin. Wochens., 1892, n°95 43-44. 

(H)PPOC CLR po: 

(6) Loc. cit., p. 500. 
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vivants ne peuvent pas être influencés par l'action des anti- 
corps (1). 

Mais peu après Pfeiffer lui-même, bien qu'il reconnaisse que 
les vibrions « peuvent se rencontrer mème en très grand 
nombre, presque en cullure pure, dans la lumière intestinale, 
sans donner lieu à aucune manifestation du stadium algi- 
dum » (2), affirme que pour produire lalgidité cholérique, 
les vibrions doivent venir en contact immédiat avec les lissus, 
c'est-à-dire avec les parois intestinales, après en avoir détruit 
la couche épithéliale protectrice (3). 

Semblable destruction préliminaire de l’épithélium intesti- 
nal serait même, d'après Pfeilfer (4), une condition sine qua 
non pour le développement de l’intoxication cholérique chez 
l'homme. Klemperer (5) aussi pense qu’à la destruction de l’épi- 
thélium, provoquée par une hypothétique toxine soluble, ther- 
molabile et spécifique, ferait suile l’intoxication causée secon- 
dairement par la résorption de la protéine vibrionique. 

Mais, surtout, personne n'a Jamais dit de quelle façon ces 
substances toxiques renfermées dans le corps des wibrions, et 
qui sont presque insolubles dans les milieux de culture (6), 
peuvent se dissoudre si facilement dans la lumière intestinale. 
De plus, ni Pfeiffer, ni aucun auteur n'explique comment une 
desquamalion épithéliale quelconque peut se produire, alors 
que Pfeilfer lui-même fait remarquer que « des quantités pro- 
digieuses » de vibrions peuvent rester en contact avec de l'épi- 
thélium intestinal sain sans l’altérer. 

Quelques expériences exécutées par Burgers (7), dans Île 
laboratoire de Kruse, à Künigsberg, ont en effet montré que l'in- 
lestin des lapins et des cobayes peut tolérer sans danger la 
présence même de doses énormes de vibrions, vivants ou 
morts, jusqu'à 200 cultures. 

Pfeiffer, néanmoins, fait remarquer que les causes de cette 
extraordinaire résistance de l’épithélium intestinal « sont 


(1) Loc. cit., p162. 
2) Loc. cit. (Choleraäliologie), p. 271. 
(3) Ibidem, p. 216. 
:) 1bidem, p: 216: 
Untersuchungen über Infektion und Immunität, etc., loc. cit., p. 419. 
6) Persirrer und WassERmAnNN. Loc. cil., p. 50. 
1) W. Kuuse. Allgemeine Microbiologie. Leipzig, 1910, p. 934. 
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encore enveloppées de la plus profonde obseurité (1) », 
Pfeiffer, d'ailleurs, en d'accord avec Wassermann (2), avail 
déjà invoqué l'intervention de ces facteurs énigmatiques dans 
l'obscur phénomène de l'immunité auticholérique et dans les 
causes de la mort des vibrions dans la cavité péritonéale du 
cobaye. 

Pourtant, d'expériences précises de Denys et Sluyts (3), 
il résullerait que la muqueuse intestinale saine des animaux 
n'’absorbe point du tout la toxine cholérique et supporte 
même son contact sans subir aucune altération. 

Sur ce point, Pfeiffer invoque l'existence de deux espèces de 
poisons cholériques, que Gamaleia (4) avait déjà signalée : 
l’un primaire, très altérable et l’autre, secondaire (protéique), 
très résistant. 

Mais, en même temps, il est forcé de conclure que « malgré 
les très nombreux travaux récents sur le choléra, le problème 
concernant la nature du poison cholérique, aussi bien que la 
connaissance de la nature de l'immunité anticholérique, n'ont 
fait aucun progrès considérable » (5). 

Cependant beaucoup d’autres points non moins obscurs res- 
teraient à être éclaircis, étant même admis hypothétiquement 
qu'une desquamalion épithéliale préliminaire de l'intestin 
puisse exister, et avant présent à l'esprit ce que Pfeitfer, 
d’ailleurs, a toujours soutenu, à savoir que le poison spécifique 
du choléra n’est pas un produit d'excrélion, mais constitue 
une partie intégrante du corps bactérien (6) «et que les 
manifestations toxiques consécutives à l'injection chez le co- 
baye, de vibrions vivants, sont produites par la résorption du 
protoplasma microbien lui-même détruit et non d’une substance 
élaborée activement par les bactéries vivantes (7) ». 

En premier lieu, on n'a jamais démontré et 1l n'y a aucun 
élément qui permette de le concevoir, la possibilité immédiate 


1) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 278. 
2)NÉOC AGE ED 69: 
) Du mécanisme des symptômes gastro-intestinaux dans le choléra asia- 


(4) Recherches expérimentales sur les poisons du choléra. Arch. de Méud. 
ép, et d'Anat. pathol., 1892, vol. 4, p. 173. 

5) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 280. 

(6) Loc. cit. (Choleragift), p. 410-411. 

(7) Loc. cit. (Choleraätiologie), p. 271-272. 
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d'une imprévue désagrégation des vibrions et d'une résorp- 
tion de fortes quantités de leurs endotoxines (1). 

En second lieu, on ne saurait admettre qu’une partie de la 
muqueuse déjà dénudée de son revêtement épithélial conserve 
encore sa capacité d'absorption, particulièrement à l'égard 
de substances aussi peu diffusibles que les protéines bacté- 
rlennes. 

Personne, en effet, n'ignore qu'une muqueuse altérée et 
dépourvue de son épithélium, n’est plus apte à l'absorption : 
elle n'est désormais qu'une surface de forte sécrétion. 

De plus en plus engagé dans l'épais maquis de ces situations 
embrouillées et obscures, Pfeiffer arrive, à la fin, à renoncer 
à la doctrine de son maître, c'est-à-dire à la conception 
fondamentale de R. Koch, et suppose que, pour détruire le 
revêtement intestinal et pour prendre contact avec les tissus 
sous-jacents, les vibrions — qui se seraient déjà multipliés 
dans l'intestin à la suite vraisemblablement d'une erreur diété- 
tique capable de diminuer la résistance de l’épithélium (2), — 
peuvent s'insinuer, secondairement, entre les cellules en pro- 
duisant le s/adium algidum. WU se vérifierait en somme, dans 
ce cas, une « infection épithéliale » que Pfeiffer compare à celle 
de l'influenza. Le vibrion agirait sur la muqueuse intestinale 
comme Pfeiffer suppose que le germe de l’influenza se com- 
porte vis-à-vis de la muqueuse des voies respiratoires, c'est-à- 
dire en l’envahissant et en donnant lieu à son niveau à l'absorp- 
ion de toxines spécifiques (3). 

D'après cette manière de voir que l'on peut retenir comme 
la dernière et définitive expression de la pensée de l’école de 
Koch, partagée d’ailleurs en Allemagne par les auteurs des plus 
récents et importants trailés (4), le choléra humain devrait 
ètre envisagé comme une sorte de « grippe intestinale ». 

Cependant, rien n'autorise ce rapprochement, d'autant 
plus que le caractère pathogénique du bacille lui-même de 
Pfeiller est très contesté et le problème étiologique de la grippe 
est encore bien loin d'être éclairei. 

1) Tbidem, p.275. 

(2) Ibidem, p. 218. 

}) Ibidem, p. 217 el 286. 

i) G. Jocumaxx. Lehrbuch der Infeklionskrankheitlen. Berlin, Springer, 1914, 
p. 499. 
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Il me semble, donc, que seul GC. Fränkel a porté un 
franc et clair jugement sur l'état de la question en affirmant que 
« dans l’élat actuel de nos connaissances, nous ne pouvons pas 
nous défendre du doute que l'hécatombe de cobayes et l'énorme 
dépense d'efforts et d'intelligence, accomplies jusqu'ici, n'aient 
servi à rien » (1)! 


CHAPITRE Il 


MODE DE GUÉRISON DE LA PÉRITONITE CHOLÉRIQUE 
DES COBAYES NEUFS 


|. — Le seul examen méthodique de la sérosité ne suffit pas 
à nous renseigner sur les différentes phases du processus 
péritonéal chez les cobayes. : 


Dans l'étude expérimentale du choléra le premier pas considé- 
rable a été fait seulement lorsque Metchnikoff (2) est parvenu 
à démontrer que chez les rongeurs nouveau-nés, l’'administra- 
tion de cultures per os avec ou sans addition de microbes 
adjuvants pouvait déterminer la mort de tes animaux, avec la 
constatation de vibrions et de lésions graves dans le tube digestif. 

Cependant, la possibilité de reproduire ces importantes expé- 
riences est limitée, on le sait, aux lapins en lactalion. Nous y 
reviendrons plus tard. 

Relativement aux cobayes, dont nous nous occupons exclusi- 
vement dans ce premier mémoire, les résultats obtenus par 
Metchnikoff ont été, comme on sait, démonstratifs. 

D’après cet auleur, la résistance opposée au choléra intesti- 
nal par les cobayes nouveau-nés est due à la présence dans 
Jeur inlestin d'une flore microhienne antagoniste. La précocité 
de cette flore particulière aux nouveau-nés de cette espèce serait 
due à ce que les cobayes prennent des aliments solides (herbes, 
son, etc.) dès le premier ou le deuxième jour de leur naissance. 
Cela amènerait tout de suite dans leur tube digestif l’établisse- 
ment d’une flore permanente (3). 


\ 


Au début de mes recherches d'orientation sur la pathogénie 


(1) Loc. cil., p. 581. 
(2) Recherches sur le choléra, etc. Lo. cil, quatrième mémoire, p. 530. 
(3) 1bidem, p. 568. 
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du choléra, j'ai essayé à plusieurs reprises de provoquer cette 
infection chez les cobayes nouveau-nés el j'ai échoué. Je 
reviendrai dans la suite sur cette difficulté. 

Cet insuccès m'amena à poursuivre davantage mon plan de 
travail par l'étude de la « péritonite cholérique » des cobayes, 
car, malgré tant de résultats contradictoires et d'innombrables 
contestations, c’est certainement le processus par lequel l'on à 
cherché à reproduire et à interpréter la pathogénie du choléra 
humain. 

Je me suis posé d'abord cette question : pourquoi, même 
lorsque les cobayes meurent à la suite de l'injection péritonéale 
d’une dose mortelle, le péritoine apparaît-il si souvent très 
pauvre en vibrions sinon tout à fait stérile? 

Comme on l’a vu plus haut, cette constatation a donné nais- 
sance à une foule d'hypothèses et aux plus invraisemblables 
conceptions pathogéniques du processus cholérique, aussi bien 
chez les animaux que chez l'homme. 

Il est à remarquer pourtant que la plupart des auteurs 
qui se sont occupés de ce sujet sont partis de la prémisse ou 
sont arrivés à la conclusion que la mort des cobayes qui ont 
reçu des doses mortelles de vibrions dans le péritoine est due à 
un processus localisé au péritoine. 

J'ai pensé que, dans l'étude d'un phénomène si complexe, le 
seul examen de la sérosité péritonéale, pour méthodique qu'il 
fût, ne suffirait pas à l'éclaircir. Il m'a semblé que dans l'évo- 
lution du processus péritonéal des cobayes les recherches 
devaient porter encore sur des organes tels que le mésentère et 
l’épiploon, dont la fonction de défense pour le péritoine est 
un fait bien acquis. L'épiploon particulièrement devait y 
jouer un rôle prépondérant ; à la suite des travaux de Ranvier, 
il est désormais considéré comme une glande lymphatique 
étendue dans la cavité péritonéale. 

A l'ouverture de l'abdomen, l'épiploon chez le cobaye passe 
presque inaperçu : il est ordinairement rétracté et replié sur 
lui-même au niveau de la grande courbe de l'estomac. 

Mais s'il est étendu délicatement sur des verres porte-objets, 
üxé pendant vingt-quatre heures en alcool absolu et ensuite 
convenablement coloré, il donne des préparations d'une très 
srande clarté et d'une très haute valeur démonstrative. 


. 
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Pour la préparation du mésentère, la technique est la sui- 
vante : ouvrant la cavité abdominale, on écarte l’une de l’autre 
les anses inteslinales et on élale et on fixe, avec des épingles 
sur du liège, la membrane mésentérique qui s'en dégage. Les 
morceaux de liège en forme d’anneaux doivent avoir environ 
2 centimètres de diamètre. On obtient de la sorte comme de 
petits tambours constituant de petits disques très bien tendus 
du mésentère, que l’on peut découper ensuite. D'un cobaye de 
taille moyenne on peut retirer de cinq à six disques. 

Les petits tambours sont aussitôt immergés dans de l'alcool 
absolu. La fixation est achevée au bout de vingt-quatre heures. 
Les petites membranes découpées sont fixées sur des verres 
couvre-objets, au moyen du mélange albumine-glycérine ; on 
les fait sécher pendant quelques heures à l’étuve à 37° et on 
les colore. 

On sait combien est difficile la coloration des vibrions à l'in- 
térieur des tissus. La facilité extrême avec laquelle ils se déco- 
lorent et par suite l'impossibilité d'employer les décolorants, 
a rendu, pour quelque temps, très pénibles ou infructueux nos 
premiers essais tentés dans le but de rechercher les rapports 
intimes entre les vibrions et les éléments cellulaires des mem- 
branes péritonéales. 

J'ai fini par trouver dans le bleu de méthylène polychrome de 
Unna un colorant de choix pour celte recherche. 

La simple immersion des pièces pendant vingt-quatre heures 
dans le liquide de Unna teint d’une manière parfaite les élé- 
ments cellulaires et les vibrions dans l'épiploon et le mésen- 
tère, en faisant ressortir les moindres détails et les rapports les 
plus intimes. Il faut cependant ne chercher nullement à déco- 
lorer les pièces; celles-ci doivent simplement être lavées avec 
de l’eau, séchées à l’étuve à 37° pendant quelques heures, 
éclaircies par de l'essence de bergamotte et montées dans le 
baume du Canada. 

Le lissu fondamental ou de soutien de l’épiploon et du 
mésentère, constilué par des éléments conjonctifs, un réticule 
très fin et une substance homogène molle et sans structure, 
reste presque incolore. Les noyaux des cellules endothéliales, 
de forme vésiculaire et les noyaux ovalaires des cellules fixes, 
ainsi que les noyaux aplatis, fusiformes, en formes d'étoiles ou 
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irrégulières, relativement peu abondants, constituant le réseau 
conjonctif, prennent, au contraire, une légère coloration azur. 
Les capillaires veineux et artériels sont nettement reconnais- 
sables à leur structure typique, par la disposition de leurs noyaux 
et par leur calibre uniforme. Les vaisseaux Ilymphatiques, par 
leurs bourgeonnements, leurs ampoules terminales, leurs gib- 
bosités et leurs culs-de-sac, aux configurations les plus irré- 
gulières et bizarres, sans structure visible, avec les noyaux des 
cellules endothéliales, forment à elles seules toute la paroi vas- 
culaire, se détachent également du fond représenté par le tissu 
fondamental. 

L'examen de l’épiploon et du mésentère des cobayes sains, 
tués par la section du bulbe, ne révèle rien de ce qui a été 
succinctement rappelé. 

On surprend seulement un peu par ici, un peu par là, au 
hasard, entre les mailles du tissu conjonctif fondamental, quel- 
ques cellules lymphatiques migratrices, reconnaissables à l’in- 
tensité de leur coloration nucléaire encore plus qu’à leur forme. 

Les leucocytes sont également très rares à l'intérieur des 
lacunes et des vaisseaux lymphatiques. 


2. — Évolution du processus péritonéal chez les cobayes 
qui survivent à la péritonite cholérique (1). 


Voyons à présent ce qui se passe et ce que l’on constate dans 
l'épiploon et le mésentère des cobayes qui reçoivent une dose 
de vibrions inférieure à la dose minima mortelle. Nous suivrons 
pas à pas l’évolution du processus péritonéal, en associant à 
l'examen de ces membranes séreuses celui de l’exsudat et en, 
pratiquant, en outre, les ensemencements simultanés de l’ex- 
sudat et du sang circulant. 

Le vibrion employé dans toutes mes expériences a été isolé 
pendant l'épidémie cholérique qui éclata en 1915 sur l’Isonzo 
parmi les troupes ilaliennes. Ce vibrion réunit tous les carac- 
tères bien connus du vibrion cholérique authentique. 

Les ensemencements onl été pratiqués sur les tubes de 
sélose inclinée. 


1) Voir mes notes préliminaires : Pathogénie du choléra. C. R. Acad. des 
Sciences, 6 novembre 1916 et La Presse Médicale, 16 novembre 4916. 
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Dans un prochain mémoire nous consignerons les résultats 
relatifs aux inoculations de doses mortelles de vibrions. 


CoBaye [, de 210 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions de vingt-quatre heures sur gélose. Le cobaye est sacrifié quinze 
minutes après, par section du bulbe. A l'ouverture de la cavité péritonéale, 
on remarque que l’épiploon a déjà une couleur rosée et que les anses de 
l'intestin grêle commencent à être hyperémiées. 

Ensemencement sur gélose : 

Du péritoine : un voile continu de vibrions. 
Du sang : de très nombreuses colonies. 

Examen de l'épiploon. — On note, tout de suite, d’épais amas de leucocytes 
le long des capillaires sanguins et adossés à leurs parois, ressemblant à 
des grappes de raisin. Il s’agit évidemment de foyers de diapédèse qui 
apparaissent très précocement et simultanément en beaucoup d'endroits de 
l'épiploon. Les leucocytes sortent par groupes à travers les pertuis qu'ils se 
frayent dans les minces parois des capillaires et forment, par-ci, par-là, des 
amas el des réserves plus ou moins étendus. Ce sont des défenseurs 
accourus avec une foudroyante rapidité sur un terrain qu'il fallait protéger 
contre la soudaine menace de l'invasion ennemie. Pourtant, les vibrions qui 
sont parvenus à ce moment en contact avec l'épiploon ne sont pas encore 
très nombreux. On en trouve d'isolés ou formant de pelits groupes de deux 
à trois, mais plus rarement. En beaucoup de champs du microscope, on n’en 
trouve même pas du tout. 

Examen du mésentère. — Rien de particulier : pas de réaction leucocytaire 
el pas de vibrions. 


Co8aye Il, de 300 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié trente minutes après. 

A l'ouverture du péritoine, la lymphe péritonéale est d'une coloration 
rosée ; quelques petits coagulums de sang adhèrent à l’épiploon. 

Ensemencements sur gélose : 

Du péritoine : voile continu de vibrions. 
Du sang : 70 colonies. 

Examen de la sérosilé péritonéale. — Beaucoup de vibrions ; environ 60 par 
champ de microscope ; beaucoup d'hématies, pas de globules blanes. 

Examen de l'épiploon. — La diapédèse des globules blancs continue à être 
impétueuse. Cette diapédèse a certainement favorisé la sortie des hématies 
que l’on rencontre en très grande abondance dans la cavité péritonéale. 
Dans la séreuse apparaissent, par-ci, par-là, quelques rares vibrions distri- 
bués très irrégulièrement. Mais l'examen des capillaires et des troncs lyÿm- 
phatiques met en lumière un fait nouveau d’une importance toule particu- 
lière. Quelques-uns d’entre eux regorgent, sur de longs trajets, de vibrions. 
Ils donnent l'idée de petits ruisseaux où frétillent d'innombrables petits 
poissons cherchant une issue. En effet, les vibrions ne s'y montrent pas 
amassés au hasard. Ils apparaissent, au contraire, rangés en formation 
compacte et régulière, avec leur plus grand diamètre orienté, presque tou- 
jours, selon l'axe du petit vaisseau ou de ses culs-de-sac. Celle disposition 
se maintient régulièremént non seulement dans les capillaires de plus gros 
calibre, mais aussi bien dans les plus minces ramifications et dans les plus 
étranges cheminements du réseau lymphatique sous-endothélial. 
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Limposante concentration des vibrions dans les capillaires lymphaliques 
de l'épiploon, saisis trente minutes seulement après leur arrivée dans la 
cavité péritonéale, fait supposer que leur pénétration dans ces capillaires 
doit avoir débuté presque instantanément. On se rend compte ainsi de 
l'étonnante abondance des ensemencements opérés avec le sang du cœur. 
prélevé seulement quinze minutes après l'injection péritonéale. Cela rend 
compte également de la précocité de la diapédèse des globules blanes, celle-ci 
élant provoquée par la soudaine, presque foudroyante, irruption des vibrions 
dans la circulation. 


Eramen du mésentère. — Pas de réaction cellulaire ; quelques rares vibrions 
répandus irrégulièrement. 


Co8aye III, de 300 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié une heure après. 

A l'ouverture de la cavité abdominale, on trouve la lymphe péritonéale de 
couleur rosée. On remarque des hémorragies punctiformes, au niveau du 
tissu adipeux de l’épiploon. 

Ensemencements sur gélose : 

Du péritoine : voile continu de vibrions. 
Du sang : innombrables colonies isolées. 

Examen de la sérosilé périlonéale. — De nombreux vibrions, 50 à 60 par 
champ de microscope; quelques hématies ; pas de globules blancs. 

Examen de l'épiploon. — Tout l'épiploon est farci de leucocytes polynu- 
cléaires et de vibrions. Les leucocytes sont en pleine activité phagocytaire. 
On en remarque beaucoup gorgés de vibrions plus ou moins déformés ou 
déjà transformés en boules. Cette transformation granulaire des vibrions 
est déjà assez répandue. On la constate aussi bien à l'intérieur des leuco- 
cytes qu'en dehors. C’est l'attaque foudroyante déclenchée par les polynu- 
cléaires aussitôl qu'ils ont franchi les parois des capillaires de l'épiploon 
contre les vibrions qui semblent se presser de plus en plus sur lui. L'épi- 
ploon se révèle désormais comme le principal et le plus précoce champ de 
bataille, entre les vibrions qui cherchent à pénétrer dans la eirculation par 
les réseaux lymphatiques-et les leucocytes qui se portent au-devant d'eux, 
pour les phagocyter ou les transformer en granulations, incapables de pro- 
sresser et de nuire. Les capillaires lymphatiques renfermant des vibrions 
sont, en effet, beaucoup plus rares une heure après que seulement après 
une demi-heure. 

Examen du mésenlère. — Le long des capillaires sanguins on voit appa- 
raitre les premiers polynucléaires. Mais leur diapédèse est encore très 
faible. Les vibrions répandus sur le mésentère continuent d’être assez rares: 


Co8aye IV, de 300 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture. 
Sacrifié 1 h. 30 minutes après. 

A l'ouverture de l'abdomen, on remarque des hémorragies puncliformes 
dans l'adiposité de l’épiploon. 

Ensemencements sur gélose : 

Du péritoine : voile continu de vibrions. 
Du sang : innombrables colonies. 

Examen de la sérosilé périlonéale. — Le nombre des vibrions est encore plus 
restreint. Par-ci, par-là quelques polynucléaires renfermant des vibrions 
intacts ou partiellement transformés en granulations. On constate encore 
quelques granulations libres et de très rares petits groupes de polynu- 
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cléaires plus où moins chargés de vibrions et de granulations. Quelques-uns 
de ces leucocyles apparaissent entourés par beaucoup de vibrions plus ou 
moins rapprochés de leur périphérie comme s'ils étaient retenus par une 
substance agglutinante sécrétée par le leucocyte. La réaction phagocytaire 
commence donc à se déclarer dans la sérosité péritonéale elle-même, bien 
qu'elle ne soit guère comparable en importance à celle que l’on constate 
dans l’épiploon. 

Examen de l'épiploon. — La réaction leucocytaire est devenue importante. 
Toute Ia membrane est envahie par les polynucléaires en train de phago- 
cyter un nombre extraordinairement grand de vibrions. On en remarque 
beaucoup qui renferment jusqu'à vingt ou trente vibrions, complètement 
transformés en granulations. En examinant ces préparations on a le plus 
bel exemple qu'on ait jamais eu de la lutte victorieuse engagée par l’orga- 
nisme avec ses éléments migrateurs contre l’envahissement microbien. 

Le rôle des leucocytes dans cette lutte est double : en même temps qu'ils 
se jettent sur les vibrions pour les engloutir et les digérer, ils leur barrent 
le chemin vers l'intérieur du réseau lymphatique et, par conséquent, vers la 
circulation générale. Et ce double rôle ils l'accomplissent à merveille dans 
le cas dont nous nous occupons. 

Examen du mésentère. — La réaction leucocytaire est encore insignifiante. 
La diapédèse des polynucléaires, cependant, se continue en proportion 
plus importante le long des capillaires sanguins. Néanmoins, les vibrions 
répandus sur le mésentère ne sont pas encore très nombreux. 


Cogaye V, de 250 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié deux heures après. 

A l'ouverture de l'abdomen, la sérosité péritonéale est de couleur rosée. 
De petits coagulums adhèrent à l’épiploon. 

Ensemencements sur gélose : 

Du périloine : voile continu de vibrions. 
Du sang : 4 colonies. 

Examen de la sérosilé périlonéale. — Beaucoup de vibrions, beaucoup d'hé- 
maties et beaucoup de polynucléaires renfermant des vibrions intaets ou en 
voie de transformation granulaire. Les vibrions sont souvent groupés en de 
petits amas. 

Examen de l'épiploon. — La diapédèse des polynucléaires est encore 
plus impélueuse. Tout le réseau épiploïque est envahi par ces cellules 
migratrices. Avec elles sortent à travers les endothéliums vasculaires beau- 
coup d'hématies Les amas, que les leucocytes forment à proximité des 
capillaires dont ils sont farcis, sont tellement importants qu’on peut, parfois, 
les distinguer à l'œil nu. Leur rôle de phagocytes, ils l'ont déjà accompli 
merveilleusement; à ce moment, en effet, on ne rencontre, en parcourant 
plusieurs champs du microscope, que seulement quelques vibrions libres. 

A ce mème moment, on voit apparaître pour la première fois les gros 
mononucléaires, les macrophages : ils sont encore très rares, mais ils ont déjà 
englouti quelques polynucléaires. Les polynucléaires ont accompli victorieu- 
sement leur fonction : à cette phase le réseau lymphatique est entièrement 
débarrassé de microbes, et les ensemencements du sang ne donnent que 
quelques colonies ou point de vibrions. C’est donc le tour des macrophages 
de venir balayer ce qui reste sur le champ de bataille, 

Exainen du mésentère. — La diapédèse polynucléaire y est en progression. 
On rencontre de nombreux amas de ces leucocytes autour des capillaires 
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dont ils sont sorlis, mais on ne les voit pas s'avancer plus loin dans le 
mésentère. Pas de vibrions. 


Cosayxe VI, de 285 grammes. — Injection périlonéale de 1/3 de culture de 
vibrions, Sacrifié trois heures après. 

A l'ouverture de l'abdomen, la sérosité péritonéale est loujours de cou- 
leur rosée. 

Ensemencements : 

Du péritoine : voile de vibrions. 
Du sang : 56 colonies de vibrions. 

Examen de la sérosité péritonéale. — Les polynucléaires sont moins abon- 
dants qu'au bout de deux heures. Ils renferment Lous des vibrions plus ou 
moins intacts ou réduits en granulations. La réaction phagocytaire semble 
en voie de déclin. Les vibrions libres sont très rares. 

Examen de l'épiploon. — L'invasion polynucléaire est encore imposante. Les 
polynucléaires sortent encore à jet continu des capillaires; leur activité 
phagocytaire est non moins considérable qu'auparavant. Malgré cela on 
rencontre encore des vibrions et des granulations non phagoeylés sur l'épi- 
ploon Évidemment, il y a des vibrions qui échappent aux leucocytes et par- 
viennent dans le réseau lymphatique où la route cependant leur est coupée 
par d'autres leucocyvtes. 

Examen du mésentère. — La défense phagocytlaire est ici encore très peu 
accusée. 


Cosaye VII, de 290 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié six heures après. 

L'exsudat péritonéal est abondant et sanguinolent. L'épiploon est fortement 
injecté et accuse de petiles hémorragies punctiformes. Le duodénum est très 
hyperémié et dilaté. Les anses de l'intestin grèle sont également très 
hyperémiées. 

Ensemencements sur gélose :, 

Du péritoine : innombrables colonies de vibrions, 
Du sang : deux colonies de vibrions. 

Examen de la sérosité péritonéale. — Beaucoup d'hématies, quelques poly- 
nucléaires el de rares vibrions. Ces vibrions apparaissent isolés, intacts, 
parfois allongés en forme filamenteuse ou groupés en amas bien développés. 
Ce qui prouve que lorsque les vibrions arrivent à échapper aux phagocytes, 
ils peuvent continuer de vivre et de se multiplier dans la lymphe péritonéale. 

Examen de l'épiploon. — L'épiploon est encore envahi par une quantité 
incalculable de polynucléaires presque comme dans le cas précédent. Le 
processus phagocytaire est encore en pleine activité. Les vibrions et les 
granulations libres sont extrèmement rares. Les capillaires regorgent de 
polynucléaires replets de vibrions, mais on n'y aperçoit pas de vibrions libres. 
Le passage des vibrions dans la circulation générale apparait donc arrêté. 
ainsi qu'en témoignent les ensemencements du sang. 

Examen du mésentère.— Tout le mésentère est recouvert de polynucléaires, 
mais on n'y remarque pas de vibrions ni libres ni phagocytés. La réaction 
phagocytaire y fait défaut. 


Cosavye VIII, de 300 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié douze heures après. 
On ne rencontre qu'un exsudat peu abondant, trouble, filant, collant. Les 
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anses intestinales sont très congestionnées. L'intestin gréle, trés rouge, est 
déjà diarrhéique, L'épiploon est couleur rosée. 

Ensemencement sur gélose : 

Du péritoine : 17 colonies de vibrions. 
Du sang : 1 colonie. ( 

Ezumen de la sérosilé périlonéole, — Enorme quantité de polsnucléaires 
formant des amas de 6, 10, 30 à la fois. Ces amas ainsi que les leucocytes 
isolés sont entourés d'une sorte de balo que la thionine colore distinctement 
en bleu léger. Les polynucléaires sont à présent vides de granulations et de 
vibrions el on ne rencontre plus de vibrions libres dans Fexsudat. La 
disparition des vibrions est désormais complète. 

Esomen de l'épiploon. — La siratification des polynucléaires sur l'épiploon 


_ est complète; on en voit encore en train de traverser les parois des capil- 


laires, mais on ne voit plus de vibrions hbres, ni à l'intérieur, ni à l'extérieur 
des cellules. Si on décéle encore un polynucléaire renfermant des vibrions, 
on remarque qu'il est entouré de bien d'autres polynucléaires avec qui il à 
eu à se disputer la proie. La lutte est déjà disproportionnée. La vicioire est 
désormais assurée pour les phagocytes. 

Examen du mésentère. — L'infiltration leucocytaire s'accuse légèrement. On 
y rencontre quelques polynucléaires renfermant des vibrions réduits à 
l'état de granulations. Mais on n'y constate plus de vibrions libres ou encore 
intacts. 


Cosare IX, de 310 grammes. — Injection péritonéale de 1/2 de culture de 
vibrions. Sacrifié vingt-quatre heures après. 

Exsudat péritonéal peu abondant, dense, trouble, collant. Les anses intesti- 
nales sont injectées. L'eslomac est un peu réduit de volume, presque vide 
d'aliments et sa réaclion est légérement acide. 

Ensemencements sur gélose : 

Du périloine : 41 colonies de vibrions. 


Du sang : 0. 
De l'estomac : beaucoup de colonies de vibrions. 
Exomen de l'ersudat périlonéal. — Les polynucléaires sont encore en trés 


grand nombre, isolés ou réunis en amas plus ou moins grands. On y remarque 
quelques gros mononucléaires (macrophages), mais on n'arrive à déceler ni 
vibrion ni granulation. 

Ezamen de lépiploon. — La diffusion des polynucléaires eêt encore aussi 
grande que dans le cas précédent. Toute la surface de l'épiploon en est 
recouverte, particulièrement au niveau des bifurcations des capillaires 
sanguins. Les phagocytes renfermant encore quelques résidus de sphérules 
vibrioniennes sont trés rares. A leur place, on constate un trés grand nombre 
de grosses cellules à noyau globulaire et à protoplasme granuleux : ce 
sont les macrophages que nous verrons dans la suite en fonction, au bout 
de quarante-huit heures. 

Ezarmen du mésenlère. — L'énorme quantité d'éléments lymphatique qui 
recouvre désormais tout le mésentère, l'intense infiltration des polynu- 
cléaires portant sur son fin réseau tout entier, la forte réaction vascu- 
laire que l'on constate partout, donnent l'impression d'un trés grave pro- 
cessus phlogistique en action, d'une mésentérite. Cepenant, on ne rencontre 
plus ni vibrions ni granulations, soit à l'état libre, soit à l'intérieur des pha- 
gocytes. 
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Cosayre X, de 300 grammes. — Injection péritonéale de 1/3 de culture de 
vibrions. Sacrifié après quarante-huit heures. 
Le péritoine est presque sec. Le volume de l'exsudat, dense, trouble, 
visqueux, est à peine appréciable. 
Ensemencements sur gélose : 
Du péritoine : 0. 
Du sang : 0. 
Ensemencements en eau peptonée : 
Du péritoine ; +. 
Du sang : 0. 
Examen de l'exsudat périlonéal. — Les leucocytes polynucléaires sont encore 
excessivement nombreux, mais, par leur aspect, par leur noyau morcelé, 


souvent réduit en forme de boules prenant intensément les couleurs, par 


l'éclaircissement du protoplasme, etc., ils accusent leur mort et leur transfor- 
malion progressive en corpuscules purulents. De nombreux mononucléaires 
{les macrophages) ne tardent pas à s'en emparer. Quelques-uns de ces 
macrophages en ont englouti jusqu'à deux ou trois et beaucoup renferment 
d'abondants résidus chromatiques provenant de polynucléaires déjà en grande 
partie digérés. Evidemment, les polynucléaires ont déjà, à ce moment, achevé 
leur fonction de défense; les macrophages qui surviennent les remplacent 
et en balayent promptement les restes. Plus de trace ni de vibrions, ni de 
granulations. 

Examen de l'épiploon. — On y constate encore de très nombreux polynu- 
cléaires plus ou moins altérés et de grosses et étranges figures chroma- 
tiques provenant de leur désagrégation. Les macrophages font irruption en 
très grand nombre des capillaires sanguins et se jettent sur les polynucléaires. 

Les macrophages, chargés de polynucléaires, se dirigent ensuite vers les 
capillaires lymphatiques et y pénètrent en se déversant ainsi dans la circula- 
tion générale. On voit des lymphatiques remplis de macrophages en voie de 
digérer leur butin. 

Examen du mésentère. — De nombreux lymphatiques répandus un peu 
partout, quelques polynucléaires déjà altérés et différents macrophages. 


Dans les jours suivants l'examen de la sérosité péritonéale 
accuse seulement la présence de lymphocytes et de quelques 
polynucléaires. Dans l’épiploon on assiste à l’absorption des 
derniers polynucléaires par les macrophages. 

Après cinq à six Jours, la cavité péritonéale ne présente plus 
trace de la lutte formidable qui s'y est déroulée, entre les 
cellules Iymphatiques et les vibrions. | 


— L'exode des vibrions à travers le réseau lymphatique 
de l'épiploon et du mésentère. 


L'ensemble de ces résultats nous permet, ce me semble, 
d'interpréter le processus péritonéal du cobaye. 
Il'apparait, en premier lieu, que le seul examen de la ly nie 


a 
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péritonéale ne suffit pas à faire connaître tout ce qui se 
passe effectivement dans le péritoine. Il a manqué jusqu'ici 
l'examen des membranes lymphatiques, de lépiploon notam- 
ment, qui est le véritable champ de lutte entre les vibrions 
envahisseurs et l'organisme qui se défend. 

Ce que l’on s'était acharné jusqu’à présent à rechercher dans 
la sérosité péritonéale ne représente qu'un côté fragmentaire 
de la lulte engagée au niveau de l'épiploon. Aussi l'exode très 
précoce des vibrions à travers les voies lymphatiques, qui est 
d'une importance capitale dans la compréhension du processus 
de la péritonite vibrionniene, avait échappé aux nombreux 
savants qui se sont occupés de cette queslion. 

On doit se poser, avant toul, la question suivante : comment 
les vibrions peuvent-ils accomplir, dans les galeries lympha- 
liques sous-endothéliales, cette irruption soudaine et massive 
que l’on constate particulièrement dans les préparations de l'épi- 
ploon, aussitôt après leur introduction dans la cavité périto- 
néale ? 

Recklinghausen (1), dès 1862, avait admis la présence de 
stomes, c’est-à-dire de communications libres, dans le centre 
tendineux du diaphragme ; et cette manière de voir pouvait 
expliquer le passage direct de substances purement granu- 
leuses du péritoine aux lymphatiques. 

Mais, aujourd'hui, la. présence de ces ouvertures libres est 
péremptloirement niée. Sabin (2) en a fourni la raison embryo- 
génique et Mac Callum (3) la démonstration expérimentale. 

Vraisemblablement les microbes introduits dans la cavité 
péritonéale pénètrent, dans le réseau lymphatique des mem- 
branes séreuses, de la même manière que les granules inertes 
d'encre de Chine, de noir de fumée, de carmin, ete. Ce sont 
peut-être les mêmes courants déterminés par les déplacements 
incessants de la lymphe, qui favorisent, mème dans le péri- 
toine, l'absorption des parcelles solides. 

On comprend aisément comment les vibrions peuvent s'ache- 
miner sans entrave de la cavité péritonéale jusqu'à l'intérieur 

(1) Zur Fettresorption, Virchow’s Archiv., vol. 26. 1862. 


(2) On the origin of the lymphalic system from the veins, etc. Anal. Lab. 


Johns Hopkin's univ., Ballimore, 1902. 
(3) On the mechanism of absorplion of granular malerials from the peri- 


toneum. Journ. de Physiol. el de Pathol. génér., 1903. 
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du réseau lymphatique. Ils ont à franchir simplement trois 
obstacles infiniment minces et faibles : la couche endothéliale 
superficielle, la grèle membrane qui la limite, décrite par Biz- 
zozzero et Salvioli (1) et la frêle barrière de cellules endothé- 
liales, constituant à elle seule la paroi des capillaires lympha- 
tiques sous-jacents. 

Ces éléments, on le sait, sont de formation conjonctive. Ils 
représentent le résultat d’une adaptation à l’état épithélial des 
cellules conjonetives constiluant le réseau de l'organe, afin de 
satisfaire à ses fonctions physiologiques particulières, à savoir 
l'absorption et les échanges. 

Les cellules endothéliales de la séreuse sont ainsi équiva- 
lentes morphologiquement et se comportent partout à l'instar 
des cellules fixes du tissu conjonctif. Ces membranes fonction- 
nent exactement comme du tissu conjonctif diffus (2). 

Or ces cellules endothéliales, soit qu’elles tapissent la sur- 
face des séreuses, soit qu'elles conslituent la frêle enveloppe 
du système [ymphalique fermé, tout en formant une barrière 
non interrompue, sont néanmoins perméables et accessibles 
non seulement aux substances dissoutes, mais aussi aux élé- 
ments figurés, vivants ou inertes. 

La question de l'absorption des corps inertes (granules de 
noir de fumée, carmin, amidon, elc.\ est désormais éelaircie 
par les recherches de Auspitz (3), Dubar et Remy (4), de Maf- 
fucci (5), de Back (6), de Muscatello (7), de Azzurrini (8) et 
d'autres. Ces auteurs ont démontré, en effet, que les granules 
de dilférente nature, injectés dans le péritoine, pénètrent par 
les vaisseaux lymphatiques en se ménageant le passage entre 
une cellule et la suivante de l’épithélium de revêtement. 

(1) Sulla struttura dei linfatici del peritoneo diaframmatlico, Archivio per 
le Se. Mediche, vol. 4, 18176. 
(2) J. Prenanr. Trailé d'histologie pratique, Paris, 1893, p. 245 et suiv. 

(3. Ueber die Resorption ungelôüster Stoffe bei Saügetieren, Sfricker's 
Med. Jahrbücher, 1871, p. 284. 

(4) Sur l'absorption par le péritoine. Journ. de l'Anal. et de la Physiol., 1882. 

(5) Sul!’ assorbimento del peritoneo. Giornale inlern. delle Sciense Mediche. 
1882 
| ns Ueber die Aufsaugung fein verteilter Kürper aus den serüsen Hôhlen. 
Wiener klin. Woch., 1893, n° 46. 

1) Sulla struttura e sulla funzione di assorbimento del peritoneo, Archivio 


per le Sc. Mediche, 1895, p. 291. 


8) Contributo allo studio della patologia delle sierose, Lo Sperimentale, 
194%, p. 159. 


DE LA PATHOGÉNIE DU CHOLÉRA 867 


A l'égard des éléments morphologiques, nous savons que 
Bizzozzero et Golgi (1), dès leurs premières recherches sur la 
transfusion du sang par le péritoine, ont démontré que « le 
sang injecté dans le péritoine est absorbé et passe rapidement, 
avec ses éléments anatomiques, dans la circulation générale ». 
Ces résultats furent confirmés ensuite par J. Hayem (2). 

Plus tard, Muscatello (3) a signalé le passage actif des leu- 
cocytes entre les cellules endothéliales. Ces passages donnent 
lieu à la formation d'ouvertures béantes livrant passage ensuite 
à des corps inertes. 

Pareillement, Lesage (4), après avoir provoqué une abon- 
dante hémorragie dans le péritoine d’un chien, constale que 
«les hématies commencent à passer librement, sans altéra- 
tion et en grand nombre, dans le canal thoracique ». Metchni- 
koff (5) observe à son tour ce mème phénomène chez le 
cobaye et remarque, en outre, que les globules blanes peuvent 
être absorbés par les vaisseaux lymphaliques du péritoine sans 
subir aucune altération. 

Quant aux microbes, les premières expériences de Banti (6) 
sur la destruction des bactéries injectées dans le péritoine du 
lapin, ont démontré que leur passage, de la cavité péritonéale à 
la circulation générale, s'effectue par les voies lymphatiques 
du centre phrénique, de mème que le passage des grains de 
noir de fumée, de carmin, etc. 

Wells et Johnstone (7), Buxton ct Torrey (8) ont confirmé 
ces observations. 

Mais comment se réalise-t-elle, celte absorption ? D'après 
la majorité des auteurs actuels, les cellules endothéliales don- 
neraient passage, dans ces cas, aux éléments morphologiques 
par de tout petits pertuis se formant au niveau des interstices 


(1) Della transfusione del sangue nel peritoneo, elc., Archivio per le Sc. 
Meciche, 1880, p. 61. : 

(2) De la transfusion péritonéale. C. R. de l'Acad. des Sciences, 188%, p. 749. 

(3) Loc. cit., p. 310. 

(4) Sur la résorption du sang injecté dans la cavité péritonéale, C. R. de la 
Soc. de Biol., 1900, p. 552. 

(5) L'immunilé dans les maladies infeclieuses, Paris, 1901, p. 50. 

(6) Sulla distruzione dei batteri nell’ organismo. Archivio per le Sc. Mediche, 
1888, p. 192. 

(1) On the route of absorption of Bacteria from the peritonealcavity. The 
Journr. of Inf. Diseases, 1907. 

(8) Studies in absorption, The Journ. of Med. Research, 1906, p. 5. 
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intracellulaires, à la suite de la contraction ou du déplacement 
passif de leur protoplasma. 

Thomas (1), en effet, a observé dans le mésentère du chien 
le passage de nombreuses hématies par le trou ouvert, à tra- 
vers deux cellules endothéliales, par la diapédèse leucocy- 
(aire. 

Cela établi, il est aisé de comprendre comment les vibrions 
peuvent traverser, par un processus analogue, les minces mem- 
branes endothéliales des séreuses et les parois lymphatiques 
pour se déverser ensuite dans la lymphe où ils semblent fata- 
lement aitirés. 

Il faut tenir compte, enfin, du fait que les vibrions ne sont 
pas seulement des organismes vivants: ils sont doués à la fois 
de mouvements même beaucoup plus vifs que les leucocytes et 
pourvus de propriétés toxiques. 

Leur passage à travers la couche endothéliale qui revèt les 
séreuses où qui constitue l'enveloppe des capillaires Iympha- 
tiques, est donc très vraisemblable. 


4. — Précoce intervention des phagocytes et transformation 
sphérulaire extra-cellulaire des vibrions. 


Les vibrions, aussitôt qu'ils ont pénétré dans la cavité péri- 
tonéale, se dirigent ou se trouvent attirés immédiatement vers 
le réseau lymphatique sous-endothélial, en s'y précipitant en 
très grand nombre. | 

La pénétration des vibrions dans les vaisseaux lymphatiques 
du périloine, et de là dans le sang circulant, en passant par le 
canal thoracique, se produit avec une extrème rapidité. 

J'ai tenu à établir ce fait par des mesures directes. Si on 
injecte une dose de vibrions inférieure à la dose minima 
mortelle (un tiers de culture sur gélose) dans le péritoine d'un 
cobaye attaché à la table de contention, avec ses jugulaires déjà 
isolées et prètes à la saignée, et si l’on prélève successivement 
des échantillons de sang à l’aide d’une seringue renfermant un 
peu de solution physiologique additionnée de citrate de soude, 
on conslate que les vibrions apparaissent dans le sang veineux 


1) Unlersuchungen über die Hislogenese und Histomechanik des Gefüssyslems, 
Stuttgart, F. Enke, 1893. 
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périphérique seulement trois minutes après leur pénétration 
dans le péritoine. 

Dix minutes après, le nombre des colonies qui se développent 
sur un tube de gélose ensemencé avec une goutte de ce sang, 
prélevé de la jugulaire, est de 30 à 40; quinze minutes après, le 
nombre des colonies monte déjà à 60-70 ; au bout d’une heure, 
les colonies qui s'y développent sont innombrables. 

Dès ce moment cependant, c'est-à-dire à partir d’une heure 
après l'injection péritonéale, les vibrions vont en diminuant 
pour disparaître entièrement de la circulation au bout de douze 
heures. 

La soudaine pénétration des vibrions dans le sang circulant 
explique le premier phénomène qui s'observe, comme réper- 
cussion immédiate, dans la sérosité et dans les membranes 
péritonéales. | 

En effet, dans la sérosilé disparaissent tout de suite après les 
rares leucocytes qui s'y trouvent normalement. 

On a beaucoup discuté autour de cette disparition des leuco- 
cytes. Metchnikoff (1) l’a attribué à une dissolution des glo- 
bules blancs eux-mêmes et a donné à ce phénomène le nom de 
phagolyse. Pierallini (2), qui a étudié cette même question 
dans le laboratoire de Metchnikoff, confirme en grande partie 
cette manière de voir. Ehrlich et Morgenroth (3), Goldschei- 
der et Müller (4), Jakob (5) et Levaditi(6) l’interprètent comme 
le résultat d’une chimiotaxie négative. Durham (7) pense, au 
contraire, que les leucocytes semblent absents parce qu'ils 
sont agglutinés et se laissent déposer ainsi sur les organes et 
les parois de la cavité péritonéale, poussés par les mou- 
vements périslaltiques de l'intestin, à l'instar des poussières 
inertes. 


(1) Sur la destruction extracellulaire des bactéries dans l'organisme. Ces 
Annales, 1895, p. 441. 
(2) Sur la phagolyse dans la cavité péritonéale. Ces Annales, 1897, p. 309. 
(3) Ueber Hämolysine, Berlin. klin. Wochenschr., 1900, p. 554. 

(4) Beitrag zur Lehre von der Phagocytose, Forlschritle d. Medizin, 1895, 
11994 
(5) Ueberden Einfluss arlificieller Leucocytoseveränderungen auf künstlich, 
etc. Zeitschr. f. klin. Medizin, 1896, p. 738. 

(6) Sur l'état de la cytase dans le plasma des animaux vaccinés contre le 
vibrion cholérique. Ces Annales, 1901, p. 894. 


(1) The mechanism of reaction to peritoneal infection, Journ. of Pathol. 
and Buacteriol., mars 1897. 
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Ésmbotto’ et Stiennon (1) soutiennent également que les 
leucocytes ne sont pas si fragiles qu'on le croit généralement, 
etne se rangenl guère du côté des partisans de lx doctrine de 
la phagolyse. 

En réalité, mes observations démontrent que les leucocytes 
ne se détruisent pas; ils ne sont non plus repoussés par la 
présence des vibrions et ils ne se déposent non plus sur les 
organes abdominaux comme des corps inertes. Au contraire, 
ils accomplissent une fonction naturelle beaucoup plus active 
etefficace de ce qu'on ne l'avait jamais pensé. Les polynu- 
cléaires se dirigent immédiatement là où leur intervention est 
nécessaire, à savoir sur l’épiploon, pour arrêter le passage des 
vibrions et ainsi l'invasion de l’organisme. 

Cependant leur nombre est trop réduit pour opérer un barrage 
effectif et valable. La pénétration des vibrions dans la circu- 
lation s'opère ainsi malgré leur effort qui demeure vain. L’'ar- 
rivée des premiers vibrions dans le sang déclenche heureu- 
sement un autre mécanisme de défense de l'organisme. Par 
les fins capillaires de l’épiploon, on voit apparaître bientôt 
dans le péritoine de nouvelles et autrement plus nombreuses 
phalanges de leucocytes; la vaso-dilatation locale prépare et 
facilite la diapédèse de ces nouveaux arrivants : et voici les 
polynucléaires à pied d'œuvre. Leur irruption sur le front 
menacé s'intensifie de minule en minute et acquiert rapide- 
ment des proportions si importantes qu'à leur suite, de nom- 
breuses hématies se déversent dans le péritoine par les parois 
vasculaires. 

On peut s'expliquer ainsi l'aspect que la cavité péritonéale 
du cobaye présente peu de temps après une injection de 
vibrions : à savoir la sérosité riche en globules rouges et l'épi- 
ploon recouvert de petits coagulums et ponctué de petites 
hémorragies. 

Cet afflux de polynucléaires, provenant du torrent circula- 
loire, marque donc le commencement de la véritable lutte 
qu'ils vont engager contre les vibrions. 

Mais pourquoi les vibrions introduits dans la cavité périto- 
néale se dirigent-ils el se concentrent-ils si rapidement sur les 


l) Alexine et Leucocytes. Centralbl. f. Bakler., 1906, vol. 40, p. 224. 
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membranes péritonéales et plus particulièrement sur les feuil- 
lets de l'épiploon ? 

Le même fait, on le sait, se vérifie dans la cavité abdominale 
à la suite d'injection de poudres inertes. En général, on attribue 
ce phénomène à une fonction particulière de l'épiploon dont 
le rôle serait d'opérer normalement une sorte de balayage de 
la cavité périlonéale. 

Il faut citer, à ce propos, les ingénieuses expériences de 
Héger (1). A l'aide des rayons X, cet auteur a reconnu dans 
la cavité péritonéale la distribution des grains d’une poudre 
inerte métallique, le: sous-nitrate de bismuth, qu'on y injecte. 

Il à pu par ce moyen établir que les particules de ce sel sont 
rapidement recueillies et entrainées par l'épiploon. Dans les 
animaux dépourvus naturellement (grenouille, poisson) ou 
expérimentalement, d’épiploon, la poudre de bismuth reste, 
au contraire, disséminée à la surface des viseères abdomi- 
naux. 

Au sujet de la nature du phénomène, on n'est pas encore 
parvenu à un accord; les uns le rattachent aux mouvements 
des anses intestinales: d’autres, à d'hypothétiques courants 
du péritoine, elc. 

Les connaissances modernes sur les colloïdes el sur les 
combinaisons superficielles, à qui van Bemmelen a donné le 
nom de « composés d’adsorption et Duclaux d'adhésion », nous 
permettent d'expliquer ce fait d'une façon moins vague et 
empirique. 

En: effet, la fixation des microbes sur l'épiploon ne peut pas 
ètre déterminée par une action mécanique pure et simple, selon 
laquelle l'eau renfermée dans la cavité péritonéale passerait à 
l'intérieur du corps et Les microbes demeureraient adhérents 
aux parois comme à la surface d'un filtre. La même fixation se 
produit aussi, bien que dans une plus faible mesure, lorsque 
le liquide reste dans le péritoine. 

Aussi, pour déterminer et compléter le fait, des forces phy- 
sico-chimiques doivent intervenir et il doit se réaliser des 
réactions colloïdales se manifestant entre l'épiploon, qui agirait 

(1) Contribution à l'étude expérimentale des fonctions du grand épiploon, 


Travaux du laboratoire de Physiologie de l'Institut Solvay, Bruxelles, 1904, 
vol. 6, fase. 20. 
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comme gel et les microbes présents dans le liquide (1). Les par- 
celles colloïdales, vraisemblablement protéiques, qui entourent 
les vibrions, en diminuant leur tension superficielle, facilitent 
leur adhésion, leur adsorption par Le gel, dans l'espèce, par la sé- 
reuse épiploique. Gelte sorte de halo qui enveloppe les vibrions 
dans les préparations colorées, ainsi que nous l'avons signalé 
plus haut, accuse précisément l'existence de ces parcelles 
autour des vibrions. 

Il en est de même lorsqu'une fibre textile ou un tissu animal 
ou végétal quelconque, placés dans des conditions convenables, 
sont immergés dans une solution colorante ou dans une suspen- 
sion très fine de poudre de charbon ou d'autre substance inso- 
luble. 

La plus grande partie de la substance colorante ou de toule 
suspension colloïdale s’accumule sur la fibre textile ou le tissu 
animal ou végétal, parfois à tel point que la solution colo- 
rante ou la suspension de charbon deviennent incolores ou 
presque (2). 

Une fois que la concentration ou l'adhésion des vibrions s’est 
produite sur l'épiploon, par le mécanisme que nous venons 
d'indiquer, ces vibrions chercheront tout de suite à pénétrer 
dans les petils vaisseaux lymphatiques de cet organe. 

Surviennent alors les polynucléaires, provenant du sang à 
l'aide de ceux, trop rares, qui se trouvaient dans la sérosité pé- 
ritonéale normale, et ils entrent tout de suite en action dans les 
plis de l’épiploon, en y développant tout leur pouvoir phagocy- 
taire. Cette lutte atteint son apogée au bout d'une heure, tandis 
qu'à ce même moment la sérosité péritonéale ne révèle aucun 
indice de la formidable mêlée engagée au niveau de l'épiploon. 

C'est seulement plus tard, au bout d’une heure et demie à 
Jeux heures, qu'on commence à déceler les premiers indices de 
celte lutte dans la sérosité péritonéale, alors que dans le réseau 
épiploïque les polynucléaires sont en train d'aborder le balayage 
des derniers vibrions. 5 

En effet, à partir de la troisième heure, les vibrions vont 


1) Becuocn. Die Kolloide in Biologie und Medizin. Dresden, Steinkopf, 1912. 
p. 24-25. 

2) À. ScaLa, I complessi colloiïdali e la loro importanza nella biologia, nella 
palthologia del ricambio e nell' igiene. Annali d'Igiene, 1917, p. 429. 
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en se raréfiant aussi dans le sang; ce qui prouve que l'effort de 
barrage organisé par les phagocytes péritonéaux a désormais 
atteint son plein effet. On a souvent des exceptions à cette 
règle. La vibrionémie peut durer davantage ou reprendre. Mais 
cela tient à ce que l'invasion des vibrions, arrêtée devant l'épi- 
ploon, peut reprendre par les lymphatiques du mésentère, 
ordinairement moins surveillés par les leucocytes. 

En effet, le déploiement défensif des polynucléaires sur le 
mésentère est toujours plus tardif et moins intense. La réac- 
tion leucocytaire ne s'y remarque sensiblement qu’à partir de 
la deuxième heure, alors que sur l’épiploon le barrage des leu- 
cocytes est déjà à son plus haut degré d'intensité. 

Cependant, les vibrions ne se précipitent dans les Iympha- 
tiques du mésentère qu'exceptionnellement. Au contraire, c'est 
en masse qu'ils se portent habituellement sur l’épiploon. 


5. — Réaction histologique de défense et épuration finale 
du péritoine. 


Nous avons vu que chez les cobayes injectés dans le péritoine 
par une dose inférieure à la dose minima mortelle de vibrions, 
la transformation sphérulaire se produit très précocement. Une 
heure après, toute la surface de l’épiploon, où porte la princi- 
pale et la plus énergique activité phagocytaire des polynucléaires, 
est en outre recouverte par d'innombrables granulations libres, 
c'est-à-dire extra-cellulaires, donnant l’image d'amas, parfois 
très étendus, d'une poussière chromatique. 

A l'intérieur des tronçons lymphatiques, les vibrions conser- 
vent intacte, au contraire, leur forme caractéristique. Évidem- 
ment, la lymphe n'y exerce pas d'action. 

En effet, la transformation granulaire qui se produit avec 
une croissante activité, vers la sixième heure, est déterminée 
par l'apparition de substances bactéricides. 

J'ai voulu étudier l’action de celte sérosilé péritonéale sur 
les vibrions du choléra non plus directement, mais ?n 
vitro. | 

Je me suis procuré d’abord la lymphe au moyen des petits 
sacs bien connus de collodion, que j'ai moi-même imaginés et 
introduits dans la technique bactériologique, à l'objet de recueil- 
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lir la lymphe, exempte de leucocytes, du sac dorsal de la gre 
nouille (1) et du tissu sous-cutané du lapin (2). 

Chaque cobaye, de faille moyenne, tolère dans le péritoine 
sans inconvénients, jusqu'à quatre, cinq petits sacs de collo- 
dion, qui se remplissent en quelques jours de lymphe très 
limpide. 

Mais je me suis aperçu depuis que quelques albumines, les 
agglutinines, les anticonps bactériens me traversent pas les 
parois de ces sacs. Aussi j'ai cherché à me procurer directement 
la sérosité péritonéale du cobaye, ‘en ‘en provoquant l’exsuda- 
tion par des injections d'aleurone (1 gramme suspendu ‘en 
4 cent. cubes de solution physiologique, le tout stérilisé à 190°) 
ou de culture tuée, ou même vivante, de vibrions associée ou 
non à l'aleurone. 

Les cobayes étantensuite sacrifiés, à différents intervalles, la 
sérosité était recueillie, centrifugée et filtrée; en un centimètre 
cube de cette liqueur, j'introduisais environ 800.000 vibrions (3) 
el je prélevais successivement des échantillons de ce mélange, 
après des durées différentes de contact; avec ces différents 
échantillons j'opérais alors des ensemencements par frotte- 
ment, selon lé mode usuel, sur des tubes de gélose inclinée. 

Les résultats de ces expériences peuvent se résumer comme 
il suit: 1° la sérosité péritonéale des cobayes neufs ne mani- 
feste 17 vitro aucun pouvoir bactéricide vis-à-vis du vibrion 
cholérique. Au contraire, après quelques heures, c'est-à-dire 
aussitôt dépassée la phase initiale habituelle d'accoutumance, 
défavorable pour tous les microbes lorsqu'ils changent de 
milieu, cette sérosité devient un bon milieu mutritif pour les 
vibrions; 2° la sérosité péritonéale, provoquée par une injection 
de vibrions tués, ne présente, même au bout de sept heures, 
aucun pouvoir bactéricide ou bactériolytique vis-à-vis des 


(1) Die Mn der natürlichen Immuniltät.gegen. den Milzhbrand. Centralbl. 
für Bakter. u. Parasit., 4891, vol. 9, p. 14-16. 
(2) La Bcsiruditen du virus charbonneux sous la peau ‘des animaux sen- 
ie s, Rivisla inlern. d'Igiene, 189%, mes 8-9, et Ces Annales, 1898, p. 821. 
Cette quantité de vibrions s'obtient de la manière suivante : en un pre- 
Een. tube renfermant 10 cent. cubes de solution physiologique, on émul- 
sionne une culture entière de wibrions de vingt-quatre heures sur gélose. 


Un centimètre cube de celte émulsion est dilué en un deuxième tube de 
10 cerit. cubes de solution physiologique. Deux anses normales de cette 


dernière suspension renferment habituellement environ 800:000 wibrions. 


ne ets ra matt he he. 2° MGR ouh as Dee. 
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vibrions ; 3° la sérosité péritonéale, provoquée par l'injection 
de vibrions vivants, manifeste sur les vibrions cholériques une 
action vibrionicide certaine. 

En opérant ën vitro, en goutte pendante, avec différents 
échantillons de sérosité périlonéale, on remarque que la 
sérosité provoquée par injeclion de vibrions wivanis possède 
seule le pouvoir d’agglutination et celui de dissoudre les 
vibrions. 

Cette transformation granulaire commence après trente 
minutes de contact. Après deux heures, la plus grande partie 
de vibrions sont agglutinés ou transformés en granulations 
chromaliques. 

Le mème fait se produit et même plus rapidement avec de la 
sérosité péritonéale provoquée par des injections d’aleurone 
seul, mais chez des cobayes vaccinés contre les vibrions. 

Sur lanature.et l'origine de cesanticorps bactériolytiques qui 
apparaissent dans le péritoine du cobaye, il a été beaucoup 
discuté. Pfeiffer (4), dans son travail bien connu sur l'immu- 
nilé, rejette l'idée qu'ils soient d'origine leucocytaire et ‘fait 
appel à une sécrétion endothéliale. Dans la suite, 1l renonce à 
cette hypothèse et se range du côté de celle qui met en cause 
les organes hématopoïétiques {2). 

Pfeifler a été amené à tirer celte conclusion, par le fait que 
lorsqu'on à retiré, comme il le faisait, dela lymphe péritonéale 
même perdantquelques heuresaprès une injection de vibrions, à 
l’aide de petitsttubes capillaires, chez.des cobayes vaccinés, cette 
lymphe peut apparaitre très pauvre en leucocytes. Gependant, 
il résulte de mes expériences que cette absence ou cette rareté 
de leucocytes dans la sérosité extraite ne signifie nullement 
que la cavilé péritonéale et ses membranes séreuses soient égale- 
ment très pauvres en éléments migrateurs. Bien au contraire, 
mes expériences montrent qu'aussitôt après l'injection d'une 
dose non mortelle de vibrions, alors que l’examen direct et 
exclusif de la sérosité péritonéale accuse une leucopénie indis- 
cutable, d'énormes quantités de polynucléaires affluent par la 


(1) Weitere Untersuchungen über das Wesen der Choleraimmunität und 
über specifisch ‘baktericide Processe. Zeitschr. f. Hygiene, 1894, p. 4. 

(2) Pegireer und Marx, Die Bildungstätte der Choleraschutzstoffe. Zeitschr. 
[. Hygiene, 1898, p. 272. 
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circulation générale sur le réseau lymphatique de l'épiploon 
et, plus tardivement, sur celui du mésentère. 

Par conséquence, indépendamment de toutes les autres 
preuves indirectes déjà fournies par Metchnikoff (1), Bordet (2), 
Mesnil (3), Salimbeni (4), Cantacuzène (5), Gengou (6), 
Levaditi (7), Bail (8), etc., pour démontrer la nécessité de 
l'intervention des leucocytes dans la production du phénomène 
extracellulaire de Pfeiffer avec la lymphe péritonéale du cobaye, 
la constatation du fait que je viens de signaler nous en donne 
la preuveirréfragable. 

La phagocytose joue ici un rôle essentiel; ce n'est pas 
une manifestation secondaire et collatérale, comme Pfeiffer 
et ses élèves ont cherché à le démontrer. Ce sont les leucocytes 
vasculaires qui, par la diffusion de leurs produits, paralysent 
les vibrions et les transforment en granulations, même à 
distance. C'est la voracité exceptionnelle de ces cellules phago- 
cylaires qui à raison de la grande majorité des vibrions et les 
balaye en quelques heures de la cavité péritonéale. 

En effet, à partir de la sixième heure, l'examen microsco- 
pique de l’épiploon et de la sérosité péritonéale donne l’impres- 
sion que la disparition des vibrions libres est totale. On n’en 
décèle que dans la lumière des vaisseaux Iymphaliques, mais 
seulement à l’intérieur des phagocytes et en train d'être 
transformés el digérés. 

La totale disparition des dernières granulations du péritoine se 
fait, cependant, très tardivement; même au bout de vingt-quatre 
heures, on en décèle la présence par les ensemencements de la 
sérosilé sur gélose. Cetle phase, l'avant-dernière de la défense 
cytologique, coïncide avec la franche résolution du processus 


(4) Sur la destruction extracellulaire des bactéries dans l'organisme. Ces 
Innales, 1895, p. 433. 

2) Les leucocytes et les propriétés actives du sérum chez les vaccinés. 
Id., 1895, p. 462. 

3) Sur le mécanisme de l'immunité. 14., 1896, p. 369. 

(4) La destruction des microbes dans le tissu sous-cutané, elc. Id, 1898. 
p. 192: L 

(5) Nouvelles recherches sur le mode de destruction, elc. Id., 1898, p. 271. 

(6) Contribution à l'étude de l'origine de l'alexine des sérums normaux. 
Id., 1904, p. 6x et 232. 

1} Sur l’élat de la cylase dans le plasma, etc. Id., 1904, p. S94. 

Uotersuchungen über Typhus und Choleraimmunität, Arch. für Hygiene, 

1905, p. 272. 
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péritonéal, caractérisée par l’arrivée des macrophages. Le rôle 
de ces derniers est de faire disparaître, en les phagocytant et les 
digérant ensuite, les innombrables légions de polynucléaires qui 
viennent de lulter si vaillamment contre les vibrions et de 
Juguler ainsi entièrement l'infection. Le moment le plus favo- 
rable pour étudier cette ultime phase de la réaction phagocytaire 
de lorganisme correspond à environ quarante-huit heures 
après l'injection péritonéale de vibrions. À ce moment, les 
macrophages vasculaires ont envahi déjà toutes les membranes 
de la séreuse et se trouvent encore en grand nombre dans le 
peu qui reste de sérosilé péritonéale. En certains endroits de 
l’'épiploon ils sont assez abondants, en épais amas, pour mas- 
quer presque l'aspect habituel des préparations. 

Quelques jours après, le périloine ne présente plus de trace des 
événements qui s’y sont passés. Son intégrité est parfaitement 
rétablie et l’animal, entièrement guéri, reprend bientôt son 
poids. 

C'est ainsi que les cobayes arrivent à vaincre l'infection 
péritonéale provoquée par des doses de vibrions quelque peu 
inférieures à Ja dose mortelle. 

U resterait encore un point à éclaicir, à savoir quel est le sort 
dernier des vibrions ayant pénétré dans la circulation générale ? 

Nous y reviendrons dans un autre mémoire. 


RÉSUMÉ 


Les expériences et les observations que nous venons d'exposer 
nous permettent de tirer les conclusions suivantes, à l'égard de 
l’évolution de la péritonite cholérique des cobayes inoculés 
avec des doses de vibrions inférieures à la dose mortelle, c'est- 
à-dire des cobayes qui échappent à l'infection et guérissent. 

1° L'examen méthodique de la sérosilé péritonéale, qui seul 
a été pratiqué Jusqu'ici par les savants qui se sont 
occupés de la question, ne donne qu'une notion très rudimen- 
taire des phénomènes qui se passent dans la cavité péritonéale 
des cobayes à la suite d’une injection de vibrions cholériques. 
Ce simple et unique examen conduit à de fausses déductions, 
soit à l'égard de la signification et à l'importance des actions 
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antibactériennes des humeurs, soit à l'égard desréactions cyto- 
logiques de défense. 

2 L'organe sur lequel se déroulent presque complètement 
les phases les plus importantes, les plus caractéristiques, 
vraiment décisives de la lutte qui s'engage enire les vibrions 
injectés dams le péritoine du cobaye et les éléments de défense 
de l'organisme, est sans conteste l'épiploon. Seule l'étude 
méthodique de cet organe lymphatique permet de suivre et de 
comprendre le processus wibrionien péritonéal chez le cobaye, 
dans toutes ses phases, selon l'issue finale de la maladie et Les 
différentes constatations bactériologiques. 

Le sort des vibrions injectés dans le périloime chez les 
cobayes neufs varie, en effet, selon que la quantité qu'on a 
injectée représente ou non la dose mortelle. Dans le présent 
mémoire, nous nous sommes occupé exclusivement du cas des 
injections inférieures à la dose mortelle. 

3° Les vibrions aussitôt introduits dans le péritoine à dosemon 
mortelle se massent au niveau de l’épiploon, dont ilsenvahissent 
les vaisseaux lymphatiques, enen traversant les minces parois. 
De là, ils se déversent dans la circulation générale où l'on peut 
les déceler déjà trois minutes après l'injection péritonéale. Ts 
y ‘déterminent de la sorte une intense vibrionémie trarsi- 
toire. 

4° La soudaine disparition des leucocytes (leucopénie) que 
l'on observe dans la sérosité péritonéale, après l'injection 
de vibrions dans la cavité péritonéale, n’est pas due à une 
désagrégalion cellulaire (phagolyse), mais à ce que les leucocytes 
de la même sérosité se dirigent, vers l’épiploon, pour opposer 
un barrage efficace aux vibrions qui cherchent à pénétrer en 
grande quantité dans le réseau lymphatique «et pour arrêter 
leur avance ultérieure dans la circulation. 

5° Lorsque la dose des vibrions introduits dans le péritome 
est au-dessous de la dose mortelle, la vibrionémie n'atteint 
Jamais de fortes proportions. Leur irruption dans le sang 
provoque, au contraire, un afflux immédiat de leucocytes de la 
circulation vers les capillaires de Tl'épiploon. A la vaso-dilaita- 
tion de ces derniers fait suite une abondante diapédèse de leu- 
cocytes polynucléaires dans la cavité péritonéale. 

6° Cette diapédèse acquiert parfois une impétuosité telle qu'à 
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travers les innombrables pertuis vasculaires, donnant passage 
aux leucocytes, viennent échouer dansle péritoine de grandes 
quantités d'hématies, d'où la coloration rosée, en ce moment, 
de l’exsudat. 

1° La promptitude à accourir des polynucléaires vasculaires 
etleurépais déploiement à la surface de l'épiploon porte remède 
à l'insuffisance de la protection que peuvent exercer les rares 
leucocytes présents normalement dams le péritoine. De cette 
facon, les leucocytes accourus à la défense de l'organisme com- 
mencent par opposer aux vibrions le libre accès du réseau 
lymphatique sous-séreux de l'épiploon, ainsi que des autres 
séreuses du péritoine. 

8° Ce barrage accompli par les leucocytes, particulièrement 
entre les plis de l’épiploon, parvient effectivement à freiner, 
et ensuite à arrêter l'irruption des vibrions dans les circulations 
lymphatique et générale. L'intensité de la vibrionémie faiblit, 
habituellement, entre la deuxième et la troisième heure; néam- 
moins, le sang peut renfermer encore quelques rares vibrions 
jusqu'à la douzième heure. A partir de ce moment, lesensemen- 
cements du sang circulant restent stériles. 

9° Une fois que le barrage des voies Iymphatiques a été réa- 
lisé, le système de défense qui entre en action contre Îles 
vibrions qui restent dans la cavité péritonéale consiste dans la 
lutte entre les polynucléaires qui accourent sans cesse des vais- 
seaux sur la surface de l'épiploon, et Les microbes qui, par un 
phénomène d’adsorption, se massent simultanément sur le même 
organe. 

10° La lulte phagocytaire au niveau de l'épiploon attemt sa 
phase la plus active, une heure à peine après l'injection dans le 
péritoine de la dose non mortelle de vibrions. Cette lutte consiste 
dans la phagocytose la plus vorace exercée par les innombrables 
polymucléaires accourus etdans une très rapide transformation 
sphérulaire de presque ‘tous les vibrions présents. 

11° La transformation sphérulaire extracellulaire des vibrions 
est causée par des substances bactériolytiques qui apparaissent 
dans la sérosilé péritonéale, à la suite de la présence et de l'action 
spécifique exercée directement par les vibrions vivants sur les 
éléments cellulaires locaux. En effet, la sérosité péritonéale 
normale, ainsi que la sérosité obtenue par injection d'aleuronate 


880 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


ou de vibrions tués n’exercent sur les vibrions, pas même ?n 
vitro, d'action bactériologique. 

120 À partir de ce moment, la victoire de l'organisme sur 
l'infection vibrionienne peut être envisagée comme définitive- 
ment assurée. Si les ensemencements de la lymphe péritonéale 
donnent encore lieu parfois au développement de quelques 
colonies, cela est dû uniquement à la présence de quelques 
sphérules vibrioniennes encore vivantes, échappées aux phago- 
cytes, mais, au demeurant, incapables de se reproduire sur place. 

13° Aussilôl que les polynucléaires vasculaires ont achevé 
leur mission phagocytaire, engloutissant et digérant le dernier 
vibrion et la dernière granulation, de grandes quantités de 
macrophages apparaissent dans le péritoine : le rèle de ces 
derniers arrivants est de débarrasser, en les phagocytant à leur 
tour, les polynucléaires déjà épuisés, avariés ou transformés en 
corpuscules de pus. Ces macrophages pourvoient, de la sorte, 
au nettoyage final de la séreuse et prennent ainsi une part 
considérable dans la prompte restitutio ad integrum de la cavité 
péritonéale. 


LÉGENDE DES PLANCHES 


F1G. 1. — Epiploon de cobaye, capillaires sanguins quinze minules après 
une injection péritonéale d'une dose non mortelle de vibrions. On constate 
le long des parois vasculaires des amas de polynucléaires en train de se 
répandre sur l'épiploon pour y constituer une barrière contre les vibrions. 
(Ob)j. 4, Oc. 4.) 


F1G. 2. — Epiploon de cobaye neuf, vaisseau lymphatique, trente minutes 
après une injection péritonéale d'une dose non mortelle de vibrions. Ce 
vaisseau est déjà bourré de vibrions; par le canal thoracique et la grande 
veine lymphatique, ils atteignent la circulation générale. (Obj. imm. 1/15, 
0c227 


F16. 3. — Epiploon de cobaye neuf, une heure après une injection périlo- 
néale d'une dose non mortelle de vibrions. Presque tous les vibrions ont été 
engloulis par les polynucléaires. Des amas étendus et nombreux de granu- 
lalions vibrioniennes et de détritus cellulaires témoignent de la formidable 
mêlée engagée dans le péritoine, en défense de l'organisme menacé par 
l'invasion des vibrions. 
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F16. 4. — Epiploon de cobaye neuf, douze heures après une injection péri- 
tonéale d'une dose non mortelle de vibrions. La membrane épiploïque esl 
encore infiltrée de polynucléaires ayant déjà achevé leur tâche défensive. La 
cavité périlonéale est désormais débarrassée de vibrions; seules quelques 
rares granulations endocellulaires y persistent, mais d’épais nuages de 
polynucléaires les entourent. (Obj. imm. 1/15 mon., Oc. 6 comp.) 


F6. 5. — Epiploon de cobaye neuf, quarante-huit heures après une injec- 
tion péritonéale d’une dose non mortelle de vibrions. La membrane épiploïque 
est entièrement envahie par de grands macrophages en train d’'engloutir les 
polynucléaires épuisés et leurs résidus nucléaires; la cavité péritonéale est 
ainsi débarrossée de toute trace de lutte. (Obj. imm. 1/15 mon., Oc. 6 comp. 


F16. 6. — Epiploon de cobaye neuf, une demi-heure après une injection 
péritonéale d'une dose non mortelle de vibrions. Gros vaisseau lymphatique 
avec deux ramifications capillaires remplies de vibrions. Extérieurement les 
vibrions sont très rares; quelques-uns déjà engloutis par les phagocytes 
sont transformés en granulations. (Obj. imm. 1/15 mon. Oc. 6 comp.) 


Fi6. 7. — Mésentère de cobaye neuf, trois heures après une injection péri- 
tonéale d'une dose non mortelle de vibrions. 

A. Capillaire lÿmphatique contenant beaucoup de vibrions. 

B. Capillaire sanguin. (Obj. imm. 1/18 mon. Oc. 6 comp.) 


F16. 8. — Mésentère du même cobaye. On y observe une ramification lym- 
phatique remplie de vibrions qui découle en dessous d'une veine capillaire 
et d'une artériole. (Obj. imm. 1/15 mon. Oc. 6 comp.) 


F16. 9. — Mésentère du même cobaye. Tronc lymphatique avec d'étranges 
ramifications cuniculées renfermant d'innombrables vibrions. La prépara- 
lion est traversée par un capillaire sanguin découlant en dessous du vaisseau 
lymphatique. (Obj. 8. Oc. 6.) 


FiG. 10. — Ramification cuniculaire lymphatique du mésentère renfermant 
des vibrions. Ampoule terminale. (Obj. imm. 1/15, Oc. 2.) 


F16. 11. — Ramification cuniculaire lymphatique du mésentère remplie de 
vibrions. (Obj. 1/15 mon., Oc. 2.) 


F16. 12, — Transformation sphérulaire des vibrions. 

A. Vibrions tranformés en granules, après une heure et demie de contact 
avec du sérum frais de cobaye neuf (à l’éluve à 37). 

B. Transformation granulaire totale des vibrions après une heure et demie 
de contact, à l’étuve à 37°, avec du sérum de cobaye immunisé. Les granu- 
lations vibrioniennes de toutes dimensions sont groupées et plongées dans 
un nuage de substance muqueuse, répandue par les mêmes vibrions. (Obj. 
imm. 1/15 mon., Oc. 6 comp.) 


DE. 
LA VACCINATION CONTRE LES ÉTATS TYPHOIDES 
PAR LA VOIE BUCCALE (!) ° 


par A. BESREDKA. 


I. — Vaccination au moyen des virus vivants. 


Les promoteurs de la vaccination antityphique n'ont pas 
encore déposé leur bilan de fin de guerre. Conduite sur une 
vaste échelle dans tous les pays belligérants, la campagne anti- 
typhique ne manquera point d'éclairer sur la valeur des vacci- 
nations préventives. Qu'il nous soit permis d'ores et déjà de 
lever un coin du voile derrière lequel vont être réunis des 
diagrammes, des tableaux et toute une forêt de chiffres. 

Il s'agit de quelques observations personnelles dont nous 
assumons l'entière responsabilité. 

Ayant passé plus de deux ans (191%/15— 1916/17) dans les 
secteurs les plus éprouvés par la fièvre typhoïde et paraty- 
phoïde, nous eûmes un champ d'observation exceplionnel por- 
lant sur des milliers de malades. Orienté déjà par des recher- 
ches antérieures sur la valeur des vaccins chez l'animal, nous 
nous sommes efforcé, dès le début de l'épidémie, de nous rendre 
compte de l’efficacité des vaccins chez l'homme. 

Voici ce que nous avons constaté : 

Parmi les malades qui emplissaient nos pavillons, nous en 
avons rencontré qui n'avaient jamais recu de vaccin; nous 
en avons vu qui avaient été vaccinés d'une façon insuffi- 
sante ou depuis longtemps; nous en avons vu aussi qui avaient 
été dûment vaccinés selon le rite prescrit et relativement peu 
de temps avant leur entrée à l'hôpital: parmi ces derniers il y 
eut de grands malades, il y eut des cas mortels. Il està peine 
besoin d'ajouter que, seuls, entraïent en ligne de compte les 
malades qui présentaient une hémoculture positive. 

Pour donner une idée de lx fréquence de lx fièvre typhoïde 


+ 1) Voir les notes préliminaires dans les C. R: de l'Acad. des Sciences, t. 167, 
21 juillet 1918 ; L. 468, 30 juin 1919: 
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parmi les vaccinés, qu'il nous suffise de citer quelques chiffres, 
inédits encore, empruntés au laboratoire de bactériolôgie de 
Bar-le-Duc et que nous devons à l’'obligeance de nos amis 
Pierre Hébert et Marcel Bloch. Sur 102 malades ayant présenté 
des bacilles d'Eberth dans le sang, 23 n'avaient pas été*vac- 
cinés, 38 avaient été vaccinés d’une façon insuffisante (1,2, ou 
3 injections) et #1 avaient reçu au moins # injections vaccinales. 

Dans la suite, les statistiques se chargeront de dénombrer 
avec tous les détails ces différentes catégories, d'apporter des 
précisions. Pour le moment ce que nous voulons retenir, c’est 
que les vaccins couramment employés, c'est-à-dire morts, n'enn- 
pêchent. guère de contracter la fièvre typhoïde, qu'ils soient 
chauffés, éthérés, semsibilisés, iodés où huilés. Ces vaccins 
confèrent une rmmumité, certes, mais combien différente de 
celle que crée une atteinte naturelle de la maladie! 

La solidité de cette dernière immumité n'a pas échappé aux 
cliniciens. De lout temps eeux-er déclarent avoir rarement 
observé deux fois la fièvre typhoïde chez le même sujet. 

Et ils ne se trompent pas. Le caractère massif de l'épi- 
démie de l'Argonne nous a fourni l'occasion de nous en faire 
une idée personnelle. Nous fimes une enquête parmi Les hospi- 
talisés ayant eu autrefois — cinq à vingt ans auparavant — 
la fièvre typhoïde. Nous ne primes en considération que les 
malades ayant présenté à leur entrée à l'hôpital des signes cli- 
niques classiques et une hémoculture positive (4). 

Le nombre des malades réunissant ces conditions — fièvre 
typhoïde ancienne, état typhoïde actuel, hémoculture positive 
— à été de 300 environ. L'époque à laquelle remonte l'enquête 
fut caractérisée par un rendez-vous de tous les états typhoiïdes : 
les cas de dothiénentérie voisinaient avec ceux de la fièvre 
paratyphoïde B et surtout A. 

Or, fait intéressant, chez tous nos anciens ty TER l'hémo- 
Calle a révélé la présence du bacille paratyphique A ou B: 
chez aucun d'eux il n’a été trouvé de bacilles d'Eberth. Les 
récidives de fièvre typhoïde sont donc exceptionnelles pour ne pas 
dire imexistantes. En d’autres termes, contrairement à l’im- 
munité conférée par les vaccinations artilicielles, celle consé- 


(1) Nous saisissons l'occasion d'exprimer nos remerciements à M. le méde- 
cin-major Lebœuf qui a eu la gracieuseté de nous faciliter l'enquête. 
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cultive à une alteinte naturelle est d’une solidité remarquable ; 
elle est, selon toute probabilité, acquise pour le reste de la vie. 

En cherchant à imiter la nature, ne saurait-on atteindre au 
mème degré de perfection, aussi pour les vaccinations arli- 
liciefles ? 

Il n'entre pas, certes, dans notre intention de faire contracter 
à l'homme, sous prétexte de le vacciner, la fièvre lyphoïde si 
bénigne soit-elle, car avec du virus vivant donné par la bouche 
on aurait vite fait de dépasser le but. Mais ne saurait-on, en 
s'inspirant du principe qui préside à la vaccination naturelle, 
trouver un procédé ne comportant aucun aléa ? Ne saurait-on, 
par exemple, en se plaçant dans des conditions spéciales, 
administrer un virus tué, par la voie buccale? 

Des essais de vaccination par les virus tués ont été faits de 
différents côtés. En France, c'est à A. Lumière (4) que revient 
le mérite d'avoir persévéré dans cette voie; son entéro-vacein a 
été largement employé surtout pendant ces dernières années. 


Pour qui désire se rendre un compte exact de ce que peut 
la vaccination per os, il n’est tel que l'expérience sur l'animal. 
Aujourd'hui que nous savons réaliser expérimentalement 
l'infection typhique ou paratyphique, dans les conditions très 
voisines de celles observées dans la nature chez l’homme, le 
recours à l'animal est de rigueur. Rappelons (2) que dans le 
lapin préparé par la bile, nous possédons un réactif de sensi- 
bilité remarquable ; c'est donc à lui que nous devons demander 
de nous édifier sur la valeur de tel ou tel mode de vaccination. 

Le seul mode de vaccination qui nous occupe aujourd'hui 
est celui par voie buccale; nous nous réservons de revenir plus 
lard sur d’autres voies, en particulier, la voie sous-cutanée. 

Au point de vue de la vaccination, existe-t-il une analogie 
entre l'homme et le lapin? En d’autres termes, le lapin ayant 
subi l'infection par la voie buccale acquiert-il dans la suite, à 
l'instar de l’homme, une immunité vis-à-vis d’une dose mor- 
telle de virus? 


l} C. R. Acad, des Sciences, 19 janvier 1914: Soc. {hérap. de Paris, 12 mai 1915. 
Ces Annales, août 1919, p. 557. 
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Expérience I. — On fait absorber per cs à un lapin (A) des bacilles para- 
typhiques B vivants; six jours après, on le soumet à l'épreuve d'une dose 
mortelle de même virus; cette épreuve est pratiquée, comme toujours, par 
la voie veineuse et après une sensibilisation préalable au moyen de la bile. 


Lapin A. 

14/V. 2.050 gr.; recoit per os 1/8 de 
culture paratyphique vivante sur gé- 
lose en boîte de Roux. 

19/V et 20/V. Sensibilisation au 
moyen de la bile (suivant la techni- 
que indiquée antérieurement (1). 

20/V. 2.070 gr.; inoculation dans les 
veines de 1/10 de culture paratyphi- 
que de 24 h. sur tube de gélose. 

21/V. Diarrhée profuse. 

25/V. 1.650 gr.; 29/V, 1.300 gr. 

30/V. Mort, 1.080 gr. (a perdu de- 
puis l'inoculation 990 gr.). Plaques 
hémorragiques de place en place au 
niveau de l'intestin grêle. La bile 


Lapin B. 
Témoin. 


15/V et 20/V. Sensibilisation au 
moÿen de la bile. 


20/V. 2.190 gr.; inoculation dans 
les veines de 1/10 de culture paraty- 
phique de 24 h. sur tube de gélose. 

21/N. Mort, 1.950 gr; train pos- 
térieur souillé de matières diar- 
rhéiques. Aspect caractéristique de 
l'intestin : dilatation vasculaire des 
parois ; traînées hémorragiques trans- 
versales au niveau du cæcum; con- 


donne une culture pure de bacilles 
paralyphiques B. 


tenu liquide de l'intestin grêle. Le 
sang donne une culture pure de ba- 
cilles paratyphiques. 


Que conclure de cette expérience ? 

Contrairement à toute attente, le fait d’avoir absorbé, six 
jours auparavant, des bacilles vivants n'empèche pas le lapin 
de résister mal à l'épreuve, si mal que presque aussitôt après 
l'inoculation du virus, il a de la diarrhée, il se cachectise et 
finit par succomber au bout de dix jours, après avoir perdu 
presque la moitié de son poids. 

Cependant, si l’on prend en considération, que l'inoculation 
d'épreuve dans l'expérience citée est assez sévère pour tuer le 
lapin témoin, d'un poids supérieur (120 gr.), en moins de vingt- 
quatre heures, on peut se demander si l'intervalle de six jours 
qui, dans l’expérience, sépare l’ingestion de l'injection, est 
suffisant pour faire apparaître l’immunité. Peut-être le résultat 
eùt-il été plus favorable l'intervalle étant plus long. Autrefois, 
chez la souris, nous avons observé, en effet, que l'immunité 
ne s’établissait, à la suite d’un repas paratyphique, qu'après 
un délai assez long et que « pendant les dix premiers jours 
qui suivent l’ingestion du virus — que celui-ci ait été chauffé, 


(1) Ces Annales, t. XXXIIT, p. 5). 
60 
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vivant ou sensibilisé — les souris succombent à l'infection 
d'épreuve, tout comme les témoins (1) ». 

Une nouvelle expérience s’imposait donc, dans laquelle 
l'épreuve aura été faite après un délai de plus de dix jours : 


EXPÉRIENCE Il. 


Lapin A. 


18/V. Recoït par la bouche 1/1 de 
culture de bacilles paratyphiques 
vivants sur gélose en boîte de Roux. 

29/V au soir et 30/V au matin, sen- 
sibilisation au moyen de la bile. 

30/V, 1.960 gr.; inoculation dans 
les veines de 1/15 de culture paraty- 
phique B sur tube de gélose. 

31/V. Mort dans la journée. Lésions 


Lapin B. 
Témoin. 


29/V au soir et 30/V au matin, sen- 
sibilisation au moyen de la bile. 

30/V. 1.990 gr.; inoculation dans 
les veines de 1/15 de culture paraty- 
phique B sur tube de gélose. 

1/VI. Trouvé mort le matin. Lésions 


paratyphiques caractéristiques (2). paratyphiques caractéristiques (2). 
Le lapin (A) eut beau se reposer, après le repas de bacilles 
paratyphiques vivants, pendant douze jours, il n’est pas devenu 
vacciné contre l'infection paratyphique mortelle. 
Ces expériences ne laissent donc aucun doute : dans les 
condilions indiquées, le lapin ne se vaccine pas par la voie 
buccale ou si peu qu'il n'y a pas lieu d'en tenir compte (3). 


Cette conclusion nous parut décevante parce que complète- 
ment inattendue. Quand on pense combien il est facile de vac- 
ciner la souris par la voie buccale (4), quand on pense qu'il 
suflit d'attendre une dizaine de jours après le repas para- 
typhique, pour que l’immunité apparaisse solide, on se résigne 
difficilement à un pareil échec chez Le lapin. 

Aussi avons-nous mulliplié les expériences; nous nous adres- 
sämes à des animaux préalablement sensibilisés par la bile. 
Bien nous en prit, car d'emblée les lapins ainsi préparés se 


1) Ces Annales, t. XXXII, p. 200. 
2) Voir ces Annales, août 1919, p. 560. L 
(3) Dans les expcriences ultérieures, nous avons vu que, même après un 
délai de deux mois environ, l’immunité n’est pas acquise à la suite d'ingestion 
de virus vivant seul (voir l'expérience VIII). 
:) Ces Annales, 1. XXXII. p. 200. 
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comporlèrent tout différemment lors de l'épreuve par les 
veines. L'expérience montra, en effet, que l’ingestion du virus 
paratyphique vivant, précédée de celle de la bile, crée chez le 
lapin une résistance vis-à-vis de ce virus, tout comme chez la 
souris (Expérience III). Dans la suite, nous verrons que le 
lapin dûment préparé se laisse même plus facilement vacciner 
que la souris. 


ExPérIexcE II. — Lapin A reçoit per os 10 cent. cubes de bile mélangée 
avec de la poudre de réglisse le 23/VIT à 5 heures de l’après-midi; on le laisse 
à jeun. Le lendemain, à 10 heures du matin, on lui donne par la bouche 
10 cent. cubes de bile mélangée à de la réglisse. A midi (24/VIT), on lui admi- 
nistre per os 1/8 de culture de bacilles paratyphiques vivants sur gélose en 
boite de Roux. On le remet ensuite à son régime ordinaire. 

Le 31/VIT, c'est-à-dire sept jours après, le lapin pèse 1.670 grammes. Bien 
qu'il ne soit pas complètement remis (il a perdu depuis le 23/VII près de 
200 grammes), on décide de le soumettre à l'injection d'épreuve. Suivant la 
technique adoptée, on le sensibilise d’abord (le 31/VII et le 1/VIII), puis le 
1/VIIT, à midi, on lui inocule dans les veines 1/20 de culture paratyphique 
sur tube de gélose. 

— Un lapin témoin B, 1.830 grammes, sensibilisé en même temps que le 
précédent, est inoculé le 1/VIIT à midi dans les mêmes conditions (1/20 de 
culture dans les veines). 

Le lapin A perd dans les premiers jours qui ont suivi l'inoculation jusqu'à 
300 grammes. Il reprend ensuite et survit définitivement. 

Le lapin B a de la diarrhée le lendemain de l'inoculation. Il meurt dans la 
nuit du # au 5 août. A l’autopsie (1.380 grammes), on trouve des lésions carac- 
téristiques sur lesquelles nous jugeons inutile de nous étendre. 


Donc, une atteinte bénigne de la fièvre paralyphoïde, consé- 
culive à l’ingestion de virus vivant, chez le lapin sensibilisé, 
crée une immunité réelle. Cette immunité est telle que, lorsque 
dans la suite on soumet le lapin à une dose sûrement mortelle 
de virus — ce dernier fùt-il même injecté dans la circulation 
générale — il résiste délinitivement à l'infection. | 

De l’ensemble de ces expériences il se dégage ’un double : 
enseignement : 

l° L'ingestion de virus vivant n'est suivie d'immunité que 
chez les lapins ayant préalablement avalé de la bile ; 

2° Le lapin acquérant l'immunité dans les mêmes conditions 
que l'homme ayant subi la maladie, c'est-à-dire, par suite de 
l'infection buccale, il est permis d'espérer qu'un vaccin, qui 
aura fait ses preuves per os chez Le lapin, po ètre applique 
avec succès chez l'homme. 
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Il. — Propriétés du sérum chez les vaccinés « per os ». 


Nous venons de constater combien est frappante l’analogie 
entre la maladie de l’homme et celle du lapin : chez l’un 
comme chez l’autre, une infection paratyphique per os, si 
bénigne soit-elle, a pour effet l'établissement d’une immunité 
spécifique ; cette immunité s'étend à l'économie toute entière; 
elle est d’une solidité telle que l'animal est à même d'affronter 
une infection par la voie veineuse — la plus sévère entre 
toutes — sans y succomber. 

Dans les deux cas, cette immunité relève selon toute vrai- 
semblance, du même mécanisme. Nous avons donc ainsi 
un moyen de nous éclairer sur ce qui se passe chez 
l’homme. 

La résistance remarquable que le lapin préparé par la bile 
acquiert, du fait d’avoir avalé du virus paratyphique, est-elle 
subordonnée à la production des anticorps ? 

Tel fut le premier problème à éclaircir. 

Lorsque, chez un lapin préparé et infecté per os, on examine 
le sang à divers intervalles, on constate ceci : dès le 5-15° Jour, 
suivant la dose, il apparaît dans le sang une quantité appré- 
ciable d’agglutinines spécifiques (1/600 — 1/800). Celles-ci aug- 
mentent en intensité les jours suivants el atteignent le maxi- 
mum vers le 25° jour. A ce moment-là il n’est pas rare de voir 
le sérum agglutiner le bacille paratyphique à 1 : 20.000. Nous 
avons eu des cas où le sérum agglutinait à 1 : 80.000. A cette 
hauteur le titre agglutinatif ne se maintient pas longtemps; il 
baisse rapidement tout en conservant, au moins pendant deux 
mois, le taux de 1: 10.000 — 1 : 20.000. Même quatre mois 
après l’ingestion du virus, le sérum peut aggluliner encore 
à 1: 1.000. Notons que le titre du sérum normal atteint à peine 
L: 50 — 1 : 100. 

En même temps que le pouvoir agglutinant, on voit appa- 
raitre dans le sérum du lapin le pouvoir préventif. Les deux 
anticorps évoluent d'une manière à peu près parallèle. Si nous 
“algnons le lapin trois semaines après qu'il a ingéré du virus, 
son sérum, injecté sous la peau de la souris, à la dose de 1/2- 
l/4 c.c., suffit pour la protéger contre dix doses mortelles 
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(1/100 de culture sur gélose) inoculées le lendemain dans le 
péritoine. 

A la dose de 3 c.c., en injection sous-cutanée, ce sérum 
protège le lapin sûrement contre une dose rapidement mor- 
telle (3/20 de culture sur gélose) de virus dans les veines. Les 
mêmes résultats ont été obtenus par nous sur des chevaux aux- 
quels nous fimes avaler, avec la précieuse collaboration de 
MM. Nicolas et Frasey, des boulettes composées de culture 
paratyphique, de bile et de poudre de réglisse. 

Toutes ces expériences, sur lesquelles il serait long de nous 
étendre, nous ont amené à conclure que, quelle que soit la 
voie de la vaccination — qu'elle soit sous-cutanée ou intra- 
buccale — c’esttoujours grâce aux anticorps que l'animal 
acquiert son immunilté. 

Cette conclusion, qui s'imposa à nous avec toute la force de 
l’adage post hoc, propter hoc, à été, en effet, la nôtre pendant de 
longs mois. Elle ne l’est plus aujourd'hui. 


Lorsque, deux mois après la première ingestion de virus, on 
reprend le lapin ou le cheval, qu'on leur redonne une nou- 
velle ration de virus, et que l’on répète l'opération après un 
nouvel intervalle de deux mois, la recherche des anticorps ne 
manque pas d’être instructive. 

Le pouvoir agglutinant ? Du taux primitif de 1:20.000, il 
tombe, malgré Les ingestions répétées de virus, à 1 : 200 —1 : 400. 

Le pouvoir préventif? Il n'existe plus : qu'il s'agisse du 
sérum de lapin ou de cheval, il ne protège pas plus maintenant 
que ne ferait le sérum de lapin ou de cheval normal. 

Le lapin qui avait ingéré du virus à plusieurs reprises et qui 
s'était dépouillé petit à petit de ses anticorps, a-t-il perdu son 
immunilé propre ? Point du lout : inoculé dans les veines avec 
une dose sûrement mortelle, il en triomphe sans peine. 

Donc, le lapin reste vacciné et cependant il ne possède plus 
d'anticorps préventifs. 

S'ilen est ainsi, la question se pose de nouveau quant à la 
valeur des anticorps constatés dans le sérum à la suite de la pre- 
mière ingestion de virus. Ont-ils été récllement l'expression de 
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l'immunité ou bien leur formation n’a-t-elle été qu'un phéno- 
mène concomitant de cette dernière ? 

Sans hésitation nous penchons pour la seconde alternative. 
Nous nous imaginons, en effet, que lors de la première ingestion, 
une partie du virus fait effraction à travers la paroi intestinale 
et pénètre sous forme d’endotoxine soluble dans le same ; de là, 
apparition des anticorps dont il a élé question. L'autre partie 
du virus reste dans l'intestin ; elle arrive au contact des folli- 
cules clos mis à nu par la bile et a pour effet la vaccination 
de l'intestin. 

Une seconde ingestion a lieu ; qu'arrive-t-11? 

La paroi intestinale vaccinée, c'est-à-dire devenue imper- 
méable au virus, ne laisse plus rien passer dans le sang. Les 
anticorps, qui y étaient auparavant, s'éliminent peu à peu. 
Quant à la résistance locale, le nouvel apport de virus, précédé 
de bile, ne fait que la renforcer. 

Et ainsi de suite : à chaque nouvelle ingestion de virus, la 
barrière intestinale devient de plus en plus étanche. Pendant 
ce temps, les anticorps circulant dans le sang continuent à s'en 
aller. Nous concevons donc parfaitement un animal activement 
et solidement vacciné, ne possédant pas trace d'anticorps dans 
ses veines. 

Rappelons qu'en microbiologie c’est l'opinion inverse qui 
prévaut : non seulement on ne sait pas dissocier l'immunité et 
les anticorps, mais on va jusqu'à chercher dans les agelutinines 
et les sensibilisatrices la mesure de l’immunité. 

Nous ne saurions trop nous élever contre cette conceplion, 
qui n'est pas seulement erronée dans bien des cas, mais, en 
plus, de nature à conduire à des erreurs regreltables, comme 
nous allons le voir. 

Les exemples de l'absence de parallélisme entre limmunité 
et les anticorps ne sont pas rares. Nous en avons observé plu- 
sieurs au cours de ces recherches. 

Ainsi, chez le lapin non sensibilisé par la bile, l’ingestion de 
virus paratyphique vivant déclanche une production abondante 
d'agglutinines, tant spécifiques que non spécifiques. Il n’est pas 
du tout rare de constater chez ces animaux le taux de 
l’agglulinalion vis-à-vis du bacille paratyphique, atteindre 
L : 20.000. Fait curieux, leur sérum a le don d'agglutiner assez 
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fortement (1 : 8.000) aussi le bacille d'Eberth. Or, malgré ces 
agglutinines, spécifiques et non spécifiques, dès que l’on sou- 
met ces lapins à J'inoculation du virus paratyphique ou du 
virus typhique, alors même que l’on a soin de s'en tenir aux 
doses minima mortelles, ils succombent invariablement dans 
le même délai que les lapins neufs. 

Dans le même ordre d'idées, l’homme ayant traversé une 
fièvre typhoïde nous fournit également un exemple d’indépen- 
dance de l’immunité et des anticorps. L'homme ne garde-t-il 
pas, à la suite d’une atteinte, une immunité aussi durable que 
lui, alors que son sang se trouve frustré de ses anticorps au 
bout d’un temps relativement court après la maladie? 

L'indépendance des deux phénomènes — apparition des an- 
ücorps et celle de l’immunité — s’observe aussi chez le lapin. 
Lorsqu'on lui fait avaler des cultures paratyphiques B chaut- 
fées, on ne voit pour ainsi dire pas apparaître d'anticorps dans 
le sang. Tout au plus l'animal présente-t-il un pouvoir agglu- 
tinant allant, au maximum à 1 : 400 — 1 : 800; exceptionnelle- 
ment nous avons observé le titre de 1 : 2.400. Les anticorps 
préventifs font défaut. Ces phénomènes se passent d'une ma- 
nière sensiblement égale chez le lapin non préparé par la bile 
et chez le lapin préparé. 

L'ingestion de virus tué ne s’accompagnant pratiquement 
d'aucune production d'anticorps, a priort il aurait dû paraître 
inutile d'escompter un résultat quelconque du fait de cette 
ingestion. Or, si nous avions persisté dans cette croyance, 
nous serions passé à côté d’un phénomène important, tant par 
Sa signification théorique que par les applications pratiques. 
Nous voulons parler de la vaccination par la voie buccale au 
moyen de cultures chauftées. 
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III — Vaccination au moyen des virus tués. 


Pour nous faire une idée de ce qui se passe dans le sérum 
des lapins auxquels on fait avaler des corps de microbes, il a 
fallu faire varier Les virus (bacilles typhiques et paratyphiques), 
leur préparation (cultures vivantes et chauffées), les doses à 
administrer, et l'animal receveur (lapins normaux et sensibi- 
lisés). 

Au cours de ces multiples expériences notre attention fut 
mise en éveil par deux faits, insignifiants en eux-mêmes, mais 
qui, rapprochés, devinrent le point de départ de toutes les 
recherches qui suivirent. 

Nous avons constaté (voir plus bas l'expérience IV) qu'un 
lapin auquel on administre per os des bacilles paratyphiques 
vivants, ne produit pas les agglutinines de la même façon, 
suivant qu'il est neuf ou qu'il a absorbé autrefois des bacilles 
paratyphiques chauftés. 

A cette occasion nous nous sommes rappelé avoir observé, 
bien des mois auparavant (voir l'expérience V), une différence 
de même ordre entre les lapins, suivant qu'ils avaient ingéré des 
bacilles chauffés seuls ou des bacilles chauffés avec de la bile. 

C’est le rapprochement de ces deux expériences qui nous à 
mis sur la piste des vaccinations per os. 

Voici les deux expériences en question, 


EXPÉRIENCE IV. 


Lapin A. Lapin B. 
14/V. Recoil per os, après prépara- 
tion biliaire, 1/5 de culture paratyphi- 
que chauffée (60°-1 h.) en boîte de 
Roux. Témoin. 
3/VI. Le sérum du lapin n'agglutine 
pas le bacille paratyphique (à peine 


1 /50). 

7/VI. 2.100 gr.; reçoit per os 2/3 de 1/VI. 2.150 gr.; reçoit per os 2/3 de 
culture paratyphique vivante sur gé- | culture paratyphique vivante sur gé- 
lose en boîte de Roux. lose en boîte de Roux. 

22/VI. Le sérum du lapin A agglu- 22/VI. Le sérum du lapin B agglu- 
tine le bacille paratyphique B à 1 : 500 | tine le bacille paratyphique B à 
au maximum. 1 : 10.000. 


Celle expérience peut se résumer ainsi : deux lapins (A et B) 
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sont soumis à l’ingestion d’une très forte dose de virus para- 
typhique vivant. Quinze jours plus tard, on constale que le 
sérum de l’un d'eux{(A) est vingt fois moins agglutinant que le 
sérum de l'autre. Ce qui différencie, au premier abord, ce 
lapin (A) de l'autre, c'est que, trois semaines auparavant, il a 
avalé une certaine quantité de bacilles paratyphiques chauftés. 


EXPÉRIENCE V. 


Lapin A, 

26/XIT. 1950 gr.; reçoit par la bou- 
che, après préparation par la bile, 
un quart de culture paratyphique 
chauffée (60°-1 h.) en boîte de Roux. 

S/I. Le sérum du lapin n'agglutine 
pas le bacille paratyphique B. 

11/1. Reçoit per os 1/5 de culture 
paratyphique vivante sur gélose en 
boîte de Roux. 

1/11. Le sérum du lapin agglutine 
le bacille paratyphique B à 1 : 500. 


Lapin B, 

26/XII. 2.000 gr.; recoit par la bou- 
che, sans être préparé par la bile, 
1/4 de cullure paratyphique chauffée 
(600-1 h.) en boîte de Roux. 

8/I. Le sérum de lapin n'agglutine 
pas le bacille paratyphique B. 

11/1. Reçoit per os 1/5 de culture 
paratyphique vivante sur gélose en 
boîte de Roux. 

1/11. Le sérum du lapin aggluline 
le bacille paratyphique B à 1 : 5.000. 


Il ressort de cette expérience (V) que le fait d’avoir irgéré au- 
paravant des bacilles chauffés ne se répercute sur l’agglutination 
que si celte ingestion est précédée de celle de bile. Le lapin B, 
qui a absorbé des bacilles chauffés, sans bile, réagit ultérieure- 
ment, lors de l’ingestion de virus, à peu près comme un lapin 
neuf (comparer le lapin B de l'expérience précédente (Expé- 
rience IV). 

Des deux expériences comparées, il se dégage : 1° que l’in- 
sestion du virus paratyphique vivant provoque une réaction 
agglutinante {rès marquée, et sensiblement égale, chez le lapin 
neuf et chez le lapin soumis auparavant à un repas de bacilles 
chauftés seuls ; 2° que cette réaction agglutinante est dix à vingt 
fois plus faible chez le lapin dont le premier repas paratyphi- 
que avait été assaisonné de bile. 

Si nous admettons, comme nous en avons le droit, que lors 
de l’ingestion du virus vivant la réaction agglutinante est 
d'autant plus marquée, qu'il passe une plus grande quantité de 
virus de l'intestin dans le sang, nous devons conclure que les 
lapins (A et À) ayant un pouvoir agglutinant faible (1: 500) 
laissèrent passer moins de virus dans le sang queles lapins (B et 
B,) ayant un pouvoir agglutinant très fort (1: 5.000-1 : 10.000). 
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D'où vient cette différence de perméabilité entre les deux 
calégories de lapins ? Nous n’en voyons qu'une raison : c'est que 
les lapins de la première catégorie (A et A,) eurent, par suite 
de l'ingestion antérieure de la bileet des bacilles paratyphiques 
chauffés, la paroi de l'intestin vaccinée vis-à-vis du virus vivant. 

Comme nous l'avons montré (1), c'est l'intestin, dans es 
infections typhique, paratyphique et dysentérique, qui décide 
du sort de l'animal. Si une vaccination intestinale existe effecti- 
vement, elle doit comporter nécessairement la vaccination de 
l'organisme toutentier. En d'autres termes, l’imperméabilisation 
de l'intestin, quise manifeste par la non-production des agglu- 
tinines, doit se traduire par la vaccination de l'animal tout entier. 

Tel fut l'enchainement d'idées suggérées par l'inégalité des 
réactions agglutinantes. Restait à savoir, si ces déductions sont 
conformes à la réalité. 


« 
+Px 


Rappelons qu'au début de ce travail {Expériences T et IT), en 
essayant de vacciner per os le lapin sans préparation préalable, 
au moyen des cultures vivantes, nous n'avons enregistré que 
des insuccès. A plus forte raison, on devait s'attendre à un échec, 
en cherchant à vacciner au moyen de cultures chauffées. C'est 
ce qui arriva en effet. La déduction tirée des expériences d'ag- 
glutinalion (Expériences IV et V) se trouva, par contre, pleine- 
ment justifiée par l'expérience : 


ExPÉRIENCE VI. 


Lapin A. 

6/11. 2.070 gr.; reçoit 
per os, après préparation 
par la bile, 1/4 de cul- 
ture paratyphique B 
chauffée ({60°-1 h.) sur 
gélose en boîte de Roux, 

27/11. 2.420 gr.; inocu- 
lation dans les veines, 
après sensibilisation par 
la bile, de 1/15 de cul- 
ture paratyphique B sur 
tube de gélose. 

Suryit. 


Lapin B. 

6/II. 2.150 gr,; reçoit 
per os, sans préparation 
préalable, 1/4 de culture 
paratyphique B chauf- 
fée (600-1 h.) sur gélose 
en boîte de Roux. 

27/11. 2.520 gr.; inocu- 
lation dans les veines, 
après sensibilisalion par 
la bile, de 1/15 de cul- 
ture paratyphique B sur 
tube de gélose. 

2/11. Mort d'infection 
paratyphique  caracté- 
ristique. 


(1) Ces Annales, 1919, p. 304, 557. 


Lapin C (témoin). 

5/11. 6/11. Ingestion 
de la bile seule, sans 
culture. 


27/11. 2.350 gr.; inocu- 
lation dans les veines. 
après sensibilisation par 
la bile, de 1/15 de cul- 
ture paratyphique B sur 
tube de gélose. 

3/11. Mort d'infection 
paratyphique  caracté- 
ristique. 
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En résumé: deux lapins (A et B) ont absorbé par la bouche des 
cultures paratyphiques chauffées, avec cette différence qu'un 
des lapins {A) a pris de la bile en plus. Trois semaines plus tard, 
les deux lapins (A et B), ainsi qu’un témoin (C), sont soumis à 
l'épreuve intraveineuse avec une dose mortelle de virus. Le 
témoin (C) meurt. Meurt également celui des deux lapins (B) 
qui avait absorbé la culture chanté seule, sans bile, bien que 
de poids supérieur au témoin. Seul survit le lapin (A qui avait 
absorbé de la bile, en plus de la culture chauffée 

Pour éviter des redites, citons une expérience de mème ordre, 
mais portant sur des bacilles d'Eberth. 


Lapin A. 

11/1V. 1.620 gr ; reçoit 
per os, avec de la bile, 
près de 1/3 de culture 
chauffée (6900-1 h.) sur 
gélose en boîte de Roux. 

14/1V. 1.550 gr. 

16/1V. 1.570 gr.; reçoit 
per os la même dose 
que le 11/IV. 

22/IV. 1.650 gr. 

29/1V. 1.650 gr.; ino- 
culation dans les veines 
de 1/40 de culture typhi- 
que vivante sur gélose 
en boîte de Roux. 

30/IV. 1.430 gr. 

2INENt,310 sr. 

3/V. 1.350 gr. 

SIN 250er. 

6/V. 1.350 gr. 

1/V. 1.320 or. 

12/V. 1.350 er. 

20/V. 1.610 gr. 

Survit. 


ExPÉRIENCE VII. 


Lapin B. 

11/IV. 1.600 gr.; recoit 
per as, sans bile, près de 
1/3 de culture typhique 
chauffée (60°-1 h.) sur 
gélose en boîte de Roux. 

14/1V. 1.550 er. 


16/1V. 1.650 gr.; reçoit 


per os la mème dose 
que le 11/IV. 

22/IV. 4.700 cr. 

29/IV. 1.100 gr.; ino- 


culalion dans les veines 
de 1/:0 de culture typhi- 
que vivante sur gélose 
en boîte de Roux. 

30/LV. 4.510 gr. 

2/V. 1.390 gr. 

3/V. 1.950 gr. 

5/V. 150 gr.; diar- 
rhée profuse. 

6/V. 1.050 gr.; 
lysie. 

1/V. Mort. Lésions 
caractéristiques (1). 


para- 


= 


Lapin C. 


Témoin. 


29/IV. 2.000 gr.; ino- 
culation dans les veines 
de 1/40 de culture typhi- 
que vivante sur gélose 
en boîte de Roux. 

30/IV. 1.750 gr. 

2jV. 1.580 gr. 

3/V. 1.500 


5/V. 1.300 er. 


s 
s 

6/V. 1.200 gr. Mort 
avec lésions caractéris- 
tiques. 


Dans ses grandes lignes, cette expérience avec des bacilles 
typhiques est calquée sur la précédente. Elle comporte les 


mêmes conclusions. 


Nous voyons, en effet, que sur deux lapins {A et B), soumis à 
la même préparation microbienne, seul se montre vacciné celui 


- 


(1) Voir ces Annales, août 1919, p. 563 
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(A) qui est préparé au moyen de la bile. Le lapin (B) n'ayant 
pas eu de bile accuse, 1l est vrai, par rapport au témoin (C) 
une légère résistance ; il vit aussi longtemps que ce dern'er, 
bien que pesant 300 zrammes de moins : 1l finit par mourir et 
cela à peu près en même temps que le témoin. 

Pour clore ce chapitre, citons une expérience dont l'intérêt 
réside dans sa durée et dans le nombre de repas microbiens 


absorbés. 
EXPÉRIENCE VIII. 
Lapin A. Lapin B. 
1/V. 1.600 gr.; reçoit par la bouche 1/V. 2.020 gr.; reçoit par la bouche, 
de la bile, puis 1/4 de culture para- | sans bile, 1/4 de culture paratyphique 
typhique chauffée (600-1 h.) sur gélose | chauffée (60°-1 h.) sur gélose en boîte 


en boîte de Roux. de Roux. 
4/VI. 1.510 gr.; recoit per os de la 4]VI. 2.400 gr.; reçoit per os 1/2 


bile, puis 1/2 culture paratyphique | culture paratyphique chauffée (60°- 
chauffée (600-1 h.) sur gélose en boîte | 4 h.) sur gélose en boîte de Roux. 
de Roux. 


12/N1° 1410 er. ; “recoit perNos la 12/VI. 2.420 gr.; reçoit per os la 
même dose que précédemment. même dose que le 4. VI. 

21/VI. 1.800 gr.; recoit per os un 21/VI. 2.620 gr.; reçoit per os un 
peu plus de 1/3 de culture paratyphi- | peu plus de 1/3 de culture paraty- 
que vivante en boite de Roux. phique vivante en boîte de Roux. 

1/VII. 2.400 gr.; reçoit per os de la 7/VIL. 3.120 gr. ; reçoit per os 1/5 de 


bile, puis 1/5 de culture paratyphi- | culture paratyphique chauffée (60°- 
que chauffée (600-1 h.) sur gélose en | 1 h.) sur gélose en boîte de Roux. 
boîte de Roux. 
A5-VIIT. 2.300 gr., après sensibili- 15/VIII. 2.880 gr.; après sensibili- 
sation préalable au moyen de la bile, | sation préalable au moyen de la bile, 
inoculation dans les veines de 1/5 de | inoculation dans les veines de 1/5 de 


culture paratyphique vivante sur gé- | culture paratyphique vivante sur gé- 
lose en tube. lose en tube. 

16/VIIT. 2.130 gr. 16/VIII. 2.730 gr. 

17/VIIT. 2.030 gr. Hop, AT) VILI-2:650 gr. 

18/VIII. 2.000 er. 18/VIIT. 2 550 gr 

19/VIII. 1.950 gr.; 20/VIIT, 1.900 er. 19/VIIT. mort, 2.470 gr. Autopsie : 


21/ VII. 1.960 gr.; 22/VIII, 2.020 gr. sang stérile; bile : culture pure de 


bacilles paratyphiques B. 


Un lapin neuf (C), 2.480 gr., inoculé le 15/VIII dans les mêmes conditions 
que les deux autres, est mort le lendemain avec des lésions caractéristiques. 


Cette éxpérience peut se résumer ainsi: deux lapins reçoivent, 
en l’espace de trois mois, cinq repas microbiens, tous abondants, 
dont un constitué par des bacilles vivants. Au moment de 
l'épreuve intraveineuse qui est sévère — le témoin succombe 
en moins de vingt-quatre heures — on constate une différence 
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notable de poids (580 grammes) en faveur du lapin (B) ayant 
absorbé des cultures seules, sans bile. 

Malgré cette supériorité de poids — elle compte, en général, 
beaucoup dans la résistance des lapins à l'infection paratyphique 
— malgré les cinq repas abondants de microbes, le lapin (B) 
meurt d'infection quatre jours après l’inoculation, tandis que 
le lapin (A), traité de la même façon, mais avec de la bile en 
plus, a une survie définitive 


Chez la plupart de nos lapins, soit qu'on les ait sensi- 
bilisés à l'égard du virus vivant, soit qu'on les ait préparés en 
vue de la vaccinalion par les cultures chauffées, le mode 
d'administration de la bile a été le mème, celui décrit dans le 
mémoire précédent : deux ingeslions de bile, séparées d’une 
période de jeûne de dix-huit heures. 

Chez les souris, nous avons suivi une technique plus simple. 
Nous leur avons fait ingérer la bile et la culture en méme temps, 
et l'effet vaccinant a été aussi parfait que chez Les lapins. Pour 
leur faire accepter ce mélange qui est amer, on est obligé de les 
laisser jeùner pendant vingt-quatre heures. La pénurie d’ani- 
maux nous à empêché d'essayer cette technique, chez les fapins. 


Pour nous résumer: les animaux ont beau absorber des ba- 
cilles typhiques ou paralyphiques une fois (Ezxpéri vence VI), deux 
fois (Expérience VIT) ou même cinq fois (Expérience VIIT), que 
ces bacilles soient morts ou vivants, n'en résulte pas d'immunité. 

Par contre, ine seule ingestion des cultures chauffées, typhi- 
ques ou paratyphiques, accompagnée de bile, suffit pour 
conférer une immunilé solide contre l'infection mortelle: immu- 
nité s'établissant comme nous allons le voir, en très s peu _ temps. 

Nous avons procédé au cours de ces recherches à des essais 
de vaccination mixte, avec des bacilles typhiques, paratyphi- 
ques et dysentériques (Shiga) mélangés. Nous ne rapporterons 
pas ces expériences pour ne pas trop allonger le mémoire ; 
faisons remarquer que les résultats de cette vaccination mixte 
chez des lapins ne le cèdent en rien à ceux relatés plus haut. 

Sommes-nous en présence d’un procédé de vaccination, sus- 
ceptible d’être appliqué chez l’homme, parce qu'inoffensif et 
imitant ce qui se passe dans la nature ? 

Nous avons tout lieu de l’espérer. 


898 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


IV. — Mécanisme de l'immunité acquise per os. 


Si pendant longtemps nous avons été convaincu, avec la 
totalité des bactériologistes, que l’'immunité antityphique était 
liée à la présence des anticorps dans ie sang, cela n’est plus notre 
conviction aujourd'hui. Pourtant, au début de ces recherches, 
nous avons élé d'autant plus fondé à croire au rôle des anti- 
corps, que dans le sérum de nos animaux en expérience (lapin, 
cheval) infectés par la bouche, nous les avons constatés d'une 
façon constante et abondante. En effet, les lapins ayant survécu 
à une atteinte d'infection paratyphique, partant vaecinés, 
étaient bel et bien porteurs d'agglutinines et d'anticorps pré- 
ventifs ; tout conspirait donc en faveur du rôle de ces derniers. 

Or, sous la pression des faits, nous sommes contraints aujour- 
d'hui de formuler des réserves. Nous avons vu depuis que, à 
la suite des réinfections des lapins per os avec du virus para- 
typhique, les anticorps, au lieu d'augmenter, diminuaient dans 
le sérum, puis finissaient par en disparaître complètement. 
Pendant ce temps, à chaque nouvelle ingestion de virus, 
l'immunité propre des lapins ne faisait que croître. Force fut 
donc de conclure que la teneur du sérum en anticorps, au cours 
de la vaccination per os, ne marchait pas de pair avec le degré 
de l'immunité. 

Nous avons vu ensuite que, dans certains cas, notamment lors 
de l'ingestion de cultures vivantes sans bile, les lapins fabri- 
quaient des anticorps, sans pour cela devenir immunisés. Nous 
avons vu, enfin, que le meilleur mode de vaccinalion, celui 
qui consiste à faire ingérer des bacilles chauffés avec de la bile, 
ne comporte pas du tout la production d'anticorps dans le sérum.” 

Nous fûmes ainsi amené à conclure que si,en cas de vaccina- 
tion per os, les anticorps participent à l'établissement de l’immu- 
nité, ce ne sont certainement pas ceux que nous avons l'habitude 
de rencontrer dans le sérum. 

Peut-être les anticorps qui assurent l’immunité à nos lapins 
résident-ils ailleurs ? Ne seraient-ils pas fabriqués au niveau de 
l'intestin, l'organe le plus sensible au virus ? Nous sommes 
même à nous demander, s'il n'y aurait pas lieu de renoncer à 
l'idée des anticorps et de chercher la cause de l'immunité dans 
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la vaccination de certaines cellules de la paroi intestinale, des 
follicules clos, par exemple, qui sont constitués par les globules 
blancs ? 

Pour notre part, c'est cette dernière conception qui nous 
paraît la plus vraisemblable ; elle l'est devenue davantage pour 
nous depuis que nous avons constaté, avec quelle rapidité 
s'établissait l’immunité à la suite de la vaccination par la voie 
buccale, rapidité qui paraît exclure l'intervention des anticorps 


(Voir l'expérience IX). 


Lapin A. 

S/VII. 1.980 gr.; reçoit 
per os, après prépara- 
tion par la bile, 1/3 
de culture paratyphique 
chauffée (60°-1 h.).en 
boite de Roux. 

11/VIT. 4.980 gr.; ino- 
culation dans les vei- 
nes, après sensibilisa- 
Lion par la bile, de 1/9 
de culture paratyphique 
vivante sur tube de gé- 
lose. 

12/ VII. 1.670 gr. (pas 
de diarrhée). 

AS/VITI, 1.660 gr.; survit 


EXPÉRIENCE IX. 


Lapin B. 
8/VIT. 2.290 gr.; recoit 
per os, sans bile, 1/3 de 
culture  paratyphique 
chauffée (60°-1 h.) en 
boite de Roux. 


11/VII. 2.340 gr.; ino- 
culation dans les vei- 
nes, après sensibilisa- 
tion par la bile, de 1/9 
de culture paratyphique 
vivante sur tube de gé- 
lose. 

12/VIT. 2.120 gr. (diar- 
rhée). 

21/VIL. 1.200 gr. Mort. 


Lapin C, 
1/VIX et 8/VII. 2.370 or. 
Recoit per os de la bile, 
sans culture. 


11/VII. 2.360 gr.; ino- 
culation dans les vei- 
nes, après sensibilisa- 
tion par la bile, de 1/9 
de culture paratyphique 
vivante sur tube de gé- 
lose. 

12/ VII. 2.150 or. (diar- 
rhée). 

1%/VII. 1.800 gr. Mort. 


définitivement, malgré RL TE TT ee mamnnn a AT EN À 
une lésion auriculaire 


Constatations anatomiques et bactériologiques 


qui provoque une atti- caractéristiques. 


lude vicieuse de la tête. 


En résuiné : {rois lapins sont préparés par la voie buccale en 
même temps : un (A) reçoit des bacilles chauftés et de la bile: 
un autre (B) reçoit des bacilles chauffés seuls ; un troisième (C) 
recoit de la bile seule. Trois jours après, les trois lapins sont 
soumis à l'inoculation dans les veines d’une dose mortelle de 
virus paratyphique. 

Les deux lapins qui avaient reçu soit des bacilles chauffés 
seuls, soit de la bile seule, sont morts; celui qui a survécu déli- 
nitivement, malgré son poids relativement faible par rapport à 
celui des deux autres, est le lapin (A) qui a été vacciné trois 
Jours auparavant avec des bacilles chauffés et de la bile. 
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L'immunité s’est donc établie dans les {rois Jours qui suivirent 
l'ingestion du vaccin. 

Celte immunité est-elle le fait des anticorps ? Ne connaissant 
pas d'exemple de production des anticorps dans un délai aussi 
limité, nous ne saurions nous prononcer. Ce qui est certain, 


c'est que la réaction de défense — quel qu'en soit d'ailleurs le 
mécanisme — n’a pas lieu dans le sang; elle s'accomplit 
ailleurs. 

* 

* * 


En étudiant l'immunité antidysentérique (1) du iapin, acquise 
après l'ingestion des cultures dysentériques mortes, nous 
conclûmes qu'elle était de nature locale, intestinale. 

C'est à la même conclusion que nous fûmes amené — mais 
ar une voie différente — pour ce qui concerne l'émmunilé natu- 
relle du lapin vis-à-vis des virus typhique et paratyphique (2). 

Ce sera notre conclusion aussi en ce qui concerne l'immunité 
acquise vis-à-vis de ces deux virus. 

En effet, pour réaliser cette immunité, nous n'avions qu'à 
faire intervenir, toutes conditions égales d’ailleurs, le pouvoir 
désquamant de la bile. Celle-ci nous paraît faire office d'agent 
de liaison entre les microbes ingérés et les cellules « sensibles » 
ou « réceptrices » de la paroi, abritées derrière la couche 
muqueuse. En vertu de ses propriétés décapantes, la bile pro- 
duit une brèche au niveau de cette dernière et établit ainsi le 
contact entre les cellules en question — les follicules clos, pro- 
bablement — et les microbes ; de là les diverses modalités de 
l'infection ou de l'immunité, que nous allons passer rapidement 
en revue. 

Nous savons que le lapin normal, non préparé par la bile, 
est indifférent à l'ingestion de bacilles {yphiques ou paratyphi- 
ques, que ceux-ci soient morts ou vivants. Cette indifférence 
est due, à notre avis, à ce que la muqueuse, qui tapisse la paroi 
intestinale, s'interpose entre les microbes et les cellules sensi- 
bles. Ne pouvant pas atteindre ces dernières, les microbes 
ingérés parcourent le canal intestinal, sans affecter l'animal ; 
de là linmunité naturelle. 


[) Ces Annalex, 1919, p. 31%, 
1b CDR 1919. P: 568. 
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Passons maintenant aux lapins préparés par la bile et exami- 
nons comment ils réagissent suivant qu’on leur administre du 
virus vivant ou du virus mort. | 

Soitun lapin préparé, auquel on fait absorber du virus vivant. 
Arrivé à la hauteur de l'intestin grêle, le virus, profitant de la 
brèche dans la muqueuse, atteint directement les cellules récep- 
lrices, mises à découvert par l’action de la bile. 

Deux cas peuvent se présenter : ou la dose de virus est très 
forte, et alors l'appareil récepteur se laissant déborder, le virus 
se répand au loin et provoque l'infection mortelle ; ou bien, le 
virus est en quantité faible, et dans ce cas les cellules récep- 
trices l’arrêtent, le détruisent, le digèrent, et en le faisant, se 
vaccinent. Une nouvelle infection viendrait-elle à surgir dans 
la suite — par la voie digestive ou veineuse, — la totalité ou la 
majeure partie de virus nouvellement arrivé serait retenue par 
les cellules réceptrices, devenues vacecinées. 

Soit un lapin préparé, auquel on fait ingérer du virus #ort. 
Comme tout à l'heure, la couche épithéliale de l'intestin étant 
ébréchée, le virus entre directement en communication avec 
l'appareil récepteur ; celui-ci happe au passage les microbes qui 
descendent le long du canal intestinal. L’englobement des 
microbes, suivi de digestion, aboutit à la vaccination de 
l'intestin, qui est aussi celle de l'organisme entier. 

La muqueuse de revêtement de la paroi intestinale est donc 
une barrière remplissant un double rôle: fort utile pour assurer 
l'immunité naturelle, cette barrière est un obstacle à l'établis- 
sement de l’immunité arlificielle. Pour réaliser celle-ci, il faut 
mettre les microbes à la portée immédiate de l'appareil récep- 
teur, il faut donc commencer par abattre la barrière qui les en 
sépare. Nous utilisämes à cet effet la bile, mais nous concevons 
la possibilité d'atteindre le même but par d’autres moyens. Rap- 
pelons, en effet, que pour vacciner per os contre les bacilles de 
Shiga, nous n'avions nullement besoin de bile : c’est que les 
bacilles dysentériques ont eux-mêmes à l’égard de la muqueuse 
intestinale un pouvoir décapant très marqué. 

Il n'en est pas de mème des bacilles typhiques ou paratyphi- 
ques; à ceux-ci il faut adjoindre la bile, attendu que par leurs 
propres moyens ils ne sauraient se frayer un passage vers les 
cellules réceptrices, du moins chez le lapin. 


61 
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Et il doit exister dans la nature d’autres microbes qui sont 
dans le même cas : simplement absorbés par la bouche, ils tra- 
versent le canal intestinal sans laissér aucune trace, alors que, 
s'ilsavaient suivi un canal dûment préparé, ces microbes n’au- 
raient pas manqué de conférer l'immunité à leur hôte. 


Conclusions. 


1° La vaccination contre les états typhoïdes par la voie sous- 


cutanée confère à l’homme une immunité bien inférieure à 
celle qui suit une fièvre typhoïde contractée par la voie buccale. 


2° Chez le lapin, l'infection au moyen du virus vivant par la 
voie buccale ne confèré pas d’immunité (Expérience 1). L'immu- 
nité n'apparaît pas, contrairement à ce qui se passe chez la 
souris, alors même que l'intervalle entre l'absorption du virus 
et l'épreuve est de plus de dix jours (Expérience IT). 


3° Par contre, le lapin chez lequel l'infection par la voie buc- 
cale est précédée d’ingestion de bile, se comporte comme 
l'homme qui a eu la fièvre typhoïde : il acquiert une immunité 
solide (Expérience I). 


4° L'examen du sérum, chez le lapin vacciné par la bouche 
— au moyen du virus vivant après sensibilisation préalable —., 
révèle les mêmes anticorps que lors des vaccinations par toute 
autre voie. 


5° Au cours de l'immunisation par la bouche, ces anticorps 
disparaissent du sang. L'immunité acquise est done indépen- 
dante de la teneur du sérum en anticorps. Aucun parallélisme 
n'existe, d'ailleurs, entre les deux phénomènes : l'ingestion 
du viras vivant, sans bile, crée des anticorps sans créer l’im- 
nunité; l’inverse se produit lors de l’ingestion du virus chauffé, 
avec bile. 
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6° L'ingestion du virus vivant est suivie d'une forte pro- 
duction d'agglutinines, aussi bien chez le lapin neuf que chez 
le lapin ayant absorbé auparavant des bacilles chauffés seuls. 
Cette production d'agglutinines, à la suite de l’ingestion de virus 
vivant, est beaucoup moindre chez le lapin qui avait absorbé 
autrefois des bacilleschauffés et de la bile (Expérience IV et V). 
Cette différence tient à la perméabilité de l’intestin vis-à-vis de 
l’antigène chez les deux premiers, et à sa relative imperméa- 
bilité chez le dernier. 


7° L'imperméabilisation de l'intestin est l'expression de sa 
vaccination locale : le lapin dont l'intestin est devenu imper- 
méable vis-à-vis du virus typhique ou paratyphique est un 
lapin vacciné (Expériences VI et VIT). 


8° Les repas microbiens ont beau être multipliés, ils peuvent 
être constitués par du virus vivant ou chauffé, l'animal n'en tire 
aucun bénéfice. Par contre, un unique repas de virus chauffé, 
assaisonné de bile, assure au lapin une immunité solide (Expé- 
rience VIF). 


9° L'immunité consécutive à la vaccination par la bouche 
apparaît avec une grande rapidité (Expérience IX), ce qui rend 
peu probable la participation des anticorps. 


10° Tout comme l’immunité naturelle, l'immunité artificielle 
vis-à-vis des virus typhique et paratyphique repose sur celle 
de la paroi intestinale : elle est d'essence locale. Le mécanisme 
de l’immunité — aussi bien naturelle qu'acquise — s'explique 
par Le jeu de la barrière, que la muqueuse intestinale oppose au 
virus, et qui, selon le cas, est tantôt intacte, tantôt renversée 
par la bile. 
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